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Abreviatras- 5

A: Delecion.

A: Absorbancia, Adenina (seg(n contexto).

aa: Aminoacidos.

Amp: Ampicilina.

ATP: Adenosina-5'-trifosfato.

CIAP: Fosfatasa alcalina de intestino de termera.
CTAB: Bromuro de N-cetil-trimetil amonio.

D.0.: Densidad dptica.

dATP: 2'-desoxiadenosina-5'-trifosfato.

dCTP: 2'-desoxicitidina-5*-trifosfato.

dGTP: 2-desoxiguanosina-5'-trifosfato.
Dig-dUTP: 11-(2 -desoxiuridina-5"-trifosfato) digoxigenina.
DTT: Ditiotreitol.

dTTP: 2'-desoxitimidina-5'-trifosfato.

EDTA: Acido etitén-diamino tetraacético.

EMBI.. European Molecular Biclogy Laboratory.
EtBr: Bromuro de Etidio.

IPTG: Isopropit B-D-tiogatactopirandsido.

LB: Medio Luria Bertani.

MCS: Sitio de clonacién miltiple.

ORF(s): Marco(s) abierto(s) de lectura.

rprm: Revoluciones por minuto.

SDS: Lawril suifato sédico.

TE: Tampén Tris-EDTA.

Tris: Tri-(Hidroximetil}-aminometano.

U: Unidad de actividad especifica.

X-Gal: §-bromo-4-cloro-3-indolil-f-D-galactopiranésido.
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1.1.- Plasmidos de virulencia de Salmonella.

Salmonella se ha convertido en la Gltima década en centro de atencién de numerosos grupos
de investigacién, que tratan de estudiar su capacidad patogénica desde el punto de vista genético
y molecular. Existen varios motivos que justifican este interés. Saimonelia es una bacteria ubicua
que causa enfermedades tanto en los paises econdémicamente deprimidos como en los mas
desarrollados. Es un modelo biolégico de interaccion huésped/parasito, al ser una bacteria que
infecta a una gran variedad de animales, causa infecciones localizadas y sistémicas, y puede vivir
intracelularmente resistiendo la accion de las células fagocitarias.

La mayor parte de los serotipos pueden causar gastroenterifis en el hombre, aungue
Salmonella enteritidis es el principal responsable de 1os casos en Espania, seguido de Salmonella
typhimurium. La bacteria penetra en el huésped por via digestiva, generalmente a través de los
alimentos contaminados. Se adhiere a las células epiteliales del intestino delgado, invadiéndolas vy
atravesando la mucosa. Una vez en la submucosa se multiplica, provocando un cuadro diarreico
(Rotger et al, 1996). En el hombre, Salmonella typhi es capaz de diseminarse sistémicamente,
muitiplicandose en ganglios linfaticos, bazo e higado, y causando un cuadro febrit conocide como
fiehre tifoidea, a diferencia de la mayoria del resto de serotipos conocidos como no tifoideos. Los
serotipos causantes de gastroenteritis pueden también diseminarse en pacientes debilitados,
principalmente nifios y ancianos, y en enfermos de SIDA, produciendo septicemias a menudo
mortales.

Es sahido que en Escherichia cofi a virulencia se asocia a la adquisicion de plasmidos, y que
este tipo de elementos extracromosomicos son también esenciales en otras enterobacterias
patégenas, como Shigefla y Yersinia. En diversos serotipos de Salmonella se han descrito
plasmidos (54-80 kb) portadores de genes de virulencia, de tamafio variable pero constante dentro
de cada serotipo por o cual se les ha denominado plasmidos serotipo-especificos (Helmuth ef al.,
1985; Popoff et al., 1984).

Los plasmidos de virulencia de Salmonelia inicialmente fueron denominados “cripticos” por su
funcidn desconocida. Posteriormente se les llamo de virulencia {calificativo empleado
actualmente) at observarse su posible implicacidn en la patogenia de Salmonella, describiéndose
fundamentalmente los de S. fyphimurium (90 kb) (Jones ef al.,, 1982), S. enteritidis (60 kb) (Hovi ef
al., 1988; Nakamura et al., 1985), S. dublin (80 kb) (Chikami et al,, 1985; Terakado ef al., 1983), S.
choleraesuis (50 kb) (Kawahara ef al, 1988), S. gallinarum (85 kb) (Barrow ef al., 1987) y S.
puliorum (85 kb) (Barrow y Lovell, 1988). El plasmido de S. typhimurium es el mejor caracterizado,
en contraposicion con el de S. enferifidis. En un estudio realizadc mediante el analisis por
microscopia electronica de heterod(plex de los cuatro primeros citados se comprobd una
elevadisima homologia global de ios mismos, con la excepcion del plasmido de S. dublin que
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presenté unos valores medios, indicando estar mas alejado filogenéticamente de los tres restantes
{Montenegro ef al., 1991).

Se ha demostrado en modelos de infeccion animal (ratén o pollo) que los plasmidos de
Salmonella facilitan la diseminacion sistémica, la multiplicacion en ganglios linfaticos, bazo e
higado, pero que no afectan al desarrollo de gastroenteritis (Guiney ef al., 1988; Heffernan ef al.,
1987; Hackett ef al, 1986; Pardon ef al, 1986). Este fenotipo fue asignado a una region
plasmidica conservada entre serotipos (homologia inter-serotipo) de aproximadamente & kb
(Williamson ef al., 1988).

Los plasmidos de virulencia de Salmonella parecen tener un papel mas limitado que los de
otras enterobacterias, y quizas sean necesarios $6lo para la infeccion en animales; de hecho, S.
typhi carece de piasmido de virulencia conocido (Fierer et al., 1992; Roudier et al., 1890).

El dato mas concluyente acerca de la participacion de! plasmido en ia diseminacién
extraintestinal de Salmonella lo aportaron Gulig y Doyle (1993). En su estudio observaron
diferencias en la tasa de multiplicacion de dos cepas isegénicas de S. fyphimuriun (con y sin
plasmido de virulencia) in vivo. Para llevar a cabo este estudio se empled como marcador genético
un plasmido termosensible que no se replicaba a 37°C, que se transformd en ambas cepas. De
este modo el nimero de bacterias portadoras del plasmido termosensible, tras un periodo de
crecimiento a 37°C, seria inversamente proporcional a su tasa de crecimiento. Tras la infeccion
via oral de ratones y la recuperacion de las bacterias procedentes de ganglios linfaticos e higado
cinco dias mas tarde, se comprobé que la cepa portadora del plasmido de virulencia crecia més
rapidamente que la cepa curada del mismo (sin plasmido), no viéndose diferencias en cuanto a
mortalidad o desplazamiento a través de los tejidos. lguales resultados se obtuviercn cuando los
ratones fueron tratados con gentamicina, antibidtico que elimina las bacterias extracelulares,
deduciéndose que el incremento en la tasa de multiplicacion se produce en un estadio intracelular
de la bacteria. Realizando ef mismo ensayo finicamente con la regidén de virutencia (8 kb), la cual
se comentara a continuacion, se registraron idénticos resultados, indicando que estos genes de
virulencia por si solos son suficientes para conferir a la bacteria un incremento de su tasa de
multiplicacién in vivo frente a cepas carentes de dichos genes. Sin embargo otros autores no han
observado contribucién alguna de los genes de virulencia a la supervivencia ¢ crecimiento de
Salmonella en macréfagos en experimentos in vifro (Riikonen ef al., 1992; Gulig y Curtiss i,
1987), por lo que todavia no esta clarificado en que circunstancias se produciria el aumento de la
tasa de multiplicacién debida a la presencia del plasmido de virulencia.
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1.2.- Genes descritos en los plasmidos de virulencia de Salmonella.

1.2.1.- Genes implicados en virulencia.

1.2.1.1.- Operén spv.

Una vez que el fenotipo fundamental atribuido al plasmido de virulencia de Saimonefla fue el
de facilitar la diseminacion sistémica y la multiplicacién en ganglios linfaticos, bazo e higado en el
modelo de infeccién animal, diversos grupos de investigacion se plantearon acotar la regién
plasmidica responsable de dicho fenotipo. Mediante la clonacién de diferentes fragmentos del
plasmido de virulencia en cepas de Salmonella curadas de él (sin plasmido), se ha podido definir
una regién de 8 kb, altamente conservada en fos plasmidos de los distintos serotipos, capaz de
devolver el fenotipo de virulencia en el ratén cuando es clonada en un vector de bajo nimero de
copias (Gulig ef al., 1992; Krause ef al., 1991a; Williamson ef al., 1988a). Los diversos grupos de
investigacion que han aislado e identificade (fundamentaimente mediante clonacién y mutaciones
por insercion y delecion) genes de virulencia han empleado diversas nomenclaturas: mka (Taira y
Rhen, 1989), mkf (Norel et al., 1989), spv (Caldwell y Gulig, 1991), vir (Gulig y Chiodo, 1990) y vag
(Pullinger ef al, 1989) en S. typhimurium; mba (Matsui ef al, 1991) en S. choleraesuis y vsd
(Krause et al., 1891a) en S. dublin; pero se ha llegado al acuerdo de nombrarlos de una manera
unificada como spv (Salmonelia plasmid virulence) {Gulig et al, 1993) (Figura 1.1). Los datos
expuestos a continuacion representan un consenso entre los resultados obtenidos por los distintos
grupos en cada uno de estos serotipos; las diferencias observadas son minimas y pueden tener su
causa tanto en diferencias leves entre serotipos como a variaciones en el método experimental.

La regidn anteriormente citada de 8 kb estd compuesta de cinco genes, spvRABCD que
forman un operén. Los genes spv son todos transcritos en la misma direccion, empezando desde
SpvR, que es un gen regulador, y posteriormente los cuatro genes estructurales, Un sexto marco
abierto de lectura, denominado orfE, ha sido descrito a continuacion de spvD; sin embargo, se ha
demostrado mediante ensayos realizados en ratén su no participacion en virulencia (Gulig ef al.,
1992; Krause ef al, 1991a).

Las secuencias nucleotidicas de los genes spv se obtuvieron iniciaimente de los plasmidos
correspondientes a S. fyphimurium, S. dubiiny S. choleraesuis (Gulig et al., 1993), y muestran una
variacion en porcentaje de homolagia inferior al 0,5%; posteriormente se ha publicado la
secuencia de la gran mayorta de los genes spv de S. enferitidis (Suzuki et al., 1994) presentando
iguaimente una homologia practicamente total con los citados anteriormente. Las secuencias
corespondientes a los genes spv no presentan hasta ¢l momento homologia con ninguna otra
depositada en bancos de secuencias.
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En la secuencia de las proteinas codificadas por l0s genes spv, no se ha observado la
existencia de péptidos sefial reconocibles, ni de regiones hidrofdbicas que pudiesen estar
asociadas a membrana citoplasmica (Gulig et al, 1993; Taira ef al, 1991). En cuanto a posibles
proteinas homdlogas, el (inico caso clarc corresponde a SpvR que en su extremo amino terminal
presenta homologia con proteinas de la familia LysR de reguladores transcripcionales. Esta familia
de proteinas presentan en comin el motivo “hélice-vuelta-hélice” de unién a DNA en su exiremo
amino terminal (Schell, 1993; Henikoff et al., 1988). La regién amino terminal de SpvB es similar a
{a proteina CatM de Acinefobacter calcoaceticus, perieneciente a la familia LysR, y que actda
como represor del operdn caf, responsable de la degradacion del catecol. En cambio, SpvA
presenta su extremo carboxilo terminal homélogo al amino de SpvB pero carece del motivo de
union a DNA (Abe ef a/., 1994).

El papel de la region spv durante |a infeccién de Salmonella en términos de mecanismo de
accién es desconocido.

La funcién de SpvR es la mas estudiada y mejor conocida. Asi en los primeros estudios
mediante fusiones génicas con el gen JacZ {empieado como gen testigo, valorando su expresion
mediante la actividad enzimética B-galactosidasa) se comprobé que la presencia en frans de spvR
incrementaba drasticamente la expresion de las fusiones spvR-lacZ, spvA-acZ y spvA-spvB-lacZ;
no observandose induccion de las fusiones spvB-facZ y spvC-lacZ . Todos estos datos indicaban
la existencia de una estructura en operdn con la presencia de dos posibles unidades
transcripcionales inducidas por SpvR, que comresponderian al propio spvR y al resto de genes spv
(Coynault ef al, 1992; Caldwell y Gulig, 1991; Taira ef al., 1991a). Corroborando los datos
anteriores se ha demostrado que SpvR se une a la region promotora situada antes de spvA
(Matsui ef al., 1993).

Ademas, se han identificado dos posibies lugares para la iniciacion de la transcripcién del
operdn, antes de spvA, dando como resultado cuatro especies fundamentales de RNA mensajeros
detectadas por hibridacion, spvA, spvAB, spvABC vy spvABCD, cuya proporcion desciende en ese
mismo orden (Matsui ef al., 1993; Krause ef al,, 1992; Fang ef al., 1991).

Otro aspecto importante a tener en cuenta es la regulacion a la gue esta sometido €l operén
spv. Una vez demostrado el papel crucial desamrollado por SpvR en ia expresion de los genes
situados a continuacion, se comprobd que la expresién de los mismos estaba influenciada por la
fase de crecimiento, siendo maxima en fase estacionaria y dependiente de SpvR (Coynault ef af.,
1992; Krause ef al, 1992). Por otro lado, dentiro del complejo sistema de regulacién del operén spv
, SpvA y SpvB ejercen un efecto represor sobre la expresién de spvR, como si se tratase de un
sistema de retroalimentacion negativa (Abe v Kawahara, 1995; Spink ef al, 1994; Abe et al,
1994). En cuanto a la influencia del medio externo sobre la expresion de los genes spv, se han
realizado estudios in vitro con S. dublin de los que se desprende que la falta de disponibilidad de
glucosa en el medic es la sefial fundamental para la activacion de ta expresion de spvA, By C.
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Otras sefales inductoras de la expresion son: la limitacién de hierro, pH acido y choque témmico
{42°C). La combinacion de todos estos factores gradaria el nivel de expresion, destacando la
maxima induccion obtenida de la expresién de spvA al unir la falta de glucosa al chogque térmico
(Valone et al, 1993). Diversos grupos han demostrado que la transcripcion de spvR depende del
producto del gen cromosoémico rpoS (katF), que codifica para un factor o alternativo (o) de 1a
RNA-polimerasa, que media la transcripcion selectiva de ciertos genes en condiciones de falta de
nutrientes. Se ha comprobado empleando diversas técnicas (fundamentalmente fusiones génicas
con lacZ y mutantes de Salmonelfa deficientes en la produccién de RpoS) que fa transcripcion del
gen regulador spvR, y por ende del resto de genes bajo su control, depende conjuntamente de la
actividad de RpoS y SpvR (Heiskanen et al., 1994: Kowarz ef al., 1994; Abe ef al., 1994; Fang ef
al., 1992).

También el gen cromosomico Ans ha mostrado ejercer un controf, en este caso negativo,
sobre la transcripcion de spvR. Este gen codifica una proteina (H-NS) similar a las histonas de
eucariotas y que afecta al superenrroflamiento del DNA (Harrison et al, 1984) en respuesta a
factores ambientales como la osmolaridad del medio. La sobreexpresion de hns reprime
totalmente a spvR {O'Byme y Dorman, 1994). Un resumen de la situacion de los genes y las
distintas regulaciones descritas en el operén spv se muestra en la Figura 1.1.

(REGION spv

EcoRlI Hindilt EcoRl

4
-t Kk (RPiS/)> GROMOSOMA
.= H-NS

Figura 1.1.- Mapa de la regién spv del plasmido de Salmoneila typhimurium.

La expresion de los genes spv en condiciones de estrés ambiental o metabdlico hace suponer
que se induzcan cuando Salmonella esté parasitando intracelularmente. Una vez que el papel del
operdn spv in vivo se ha relacionado con un incremento de la tasa de crecimiento intracelular, se
han realizado diversos ensayos dirigidos al estudio de la expresion del operén spv después de la
entrada de Ia bacteria en células de mamifero. Estos estudios han mostrado gue la expresién de
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spv es rapidamente inducida tras la entrada de la bacteria en macréfagos, células epiteliales y
hepatocitos, empleando como testigos fusiones spvR-spvB-lacZ y fusiones de spvA y spvR (en
presencia de spvR silvestre en la célula) con los genes pap de E. coli que codifican la sintesis de
fimbrias (Rhen ef al, 1993; Fierer ef al, 1993). Se ha cbservado en S. dublin que mutantes
deficientes en RpoS, tanto portadores como no del plasmido de virulencia, se mostraron
atenuados en ensayos realizados en ratén; esto indica que RpoS no solamente controla al operén
spv, sino tambien a otros genes cromosomicos no identificados hasta el momento, que
contribuyen a la capacidad del microorganismo para sobrevivir y multiplicarse in vivo (Chen ef al,,
1995). En definitiva, se ha propuesto un modelo de regulacion del operén spv en el cual tanto
RpoS y SpvR son requeridas para alcanzar la maxima expresion desde los promotores de spvR y
SpVA.

Como colofén a la sucesion de controles a ios que parece estar sometido el operon spv,
fundamentalmente a través del gen regulador spvR, han aparecido recientemente datos que
indican la existencia de posibfes alelos de spvR entre los distintos plasmidos de Jos distintos
serotipos (con sustituciones de nucleétidos conservadas dentro de cada serotipo) cuyos productos
presentarian una capacidad variable de inducir la transcripcion desde ef promotor de spvA. La
mayor capacidad de induccion la presentaria el aielo de S. dublin, seguida det de S. enferitidis y
por ditimo el de S. typhimurium (Taira et al, 1995). Loégicamente, estos resultados necesitaran un
estudio mas profundo, y de confirmarse habria que evaluar su influencia en la virulencia de cada
serotipo.

1.2.1.2.- Genes ¥y regiones implicados en la resistencia al suero.

Otro fenotipo asociado a tos piasmidos de virulencia de Salmonella es su participacion en la
resistencia a la accion bacteriolitica det complemento, mediada por la insercién en la membrana
extena del complejo terminal del complemento C5b-9 (complejo de ataque a membrana MAC)
(Guiney et al., 1994). Salmonella, siendo un parasito intracelular facultativo, en algiin momento
durante su ruta de infeccién se encuenira expuesto a fluidos extracelulares con presencia del
complemento. De todas maneras, los resultados aportados por los diversos grupos de
investigacion, como se comentara a continuacién, son muy variables e incluso contradictorios,
pudiéndose asignar estas divergencias a caracteristicas especificas de las cepas empleadas
(incluso dentro de cada serotipo) y a diferencias en 1a metodologia experimental utilizada en cada
caso. No obstante, i3 aportacién del plésmido de virulencia a la resistencia al suero se hace
patente en el fondo genético de Salmonella cuando la elevada resistencia codificada por el
cromosoma se encuentra disminuida de alguna manera.

En los serotipos de Salmonefla no tifoideos los determinantes que median la resistencia al
suero son los lipopolisacaridos (LPS) y ciertas proteinas de membrana externa. De cualquier
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forma, los LPS son los principales implicados en la resistencia al suerc (Heffernan ef al,, 1992).
Estos LPS poseen largas cadenas oligosacaridicas que constituyen el antigeno O y van a provocar
que el componente terminal del complemento C5b-9 se forme a cierta distancia de ta membrana
externa, impidiendo la insercién del MAC en efla.

En los primeros trabajos de caracterizacion de los plasmidos de virulencia se comenzo a
postular su posible participacion en la resistencia al suero, observandose que cepas carentes del
plasmido de S. enferitidis, S. dublin y S. typhimurium presentaban un fenotipo de cierta
sensibilidad al suero frente a las portadoras de pldsmido, que eran resistentes (Helmuth ef al.,
1985). Posteriormente se describié que una cepa de S. typhimurium curada del plasmido de
virulencia era incapaz de crecer en suero humano (Hackett ef al., 1986), mientras que en otro
experimento, empleando otra cepa, nc se encontré alteracion de la resistencia. Ademés, se
comprobd que la ausencia del plasmido no conllevaba variacion en el peffil lipopolisacaridico
(Gulig y Curtiss 11l, 1987). Entre dos cepas de S. enferitidis, una silvestre y la otra curada del
plasmido, tampoco se observé diferencia en la resistencia natural frente a la accién del
complemento (Hovi ef al., 1988).

Los trabajos encaminados a estudiar las posibles zonas plasmidicas implicadas en la
resistencia al suero permitieron la caracterizacién de dos genes, fraT y rck, y una region
reguladora denominada rsk.

Ei gen tra7 forma parte del operdn de transferencia de plasmidos conjugativos del complejo
IncF. El producto de fraT es una proteina de membrana externa (Trat) que en combinacién con el
producto de un gen colindante, #raS, es responsable del fenémeno de exclusion de superficie
{imposibilitar que una bacteria portando un piasmido conjugativo actiie como receptora de otro
plasmido relacionado con él) y fue descrita en E. cofi como responsable de inducir cierta
resistencia al suero. Ademas, mediante ensayos de colony biot, empleando como sonda un
fragmento de fraT perteneciente al plasmido conjugativo R6-5, se obtuvieron un elevado nimero
de hibridaciones positivas en cepas de S. fyphimurium (Montenegro ef al., 1985). La asociacion
entre traT y la resistencia al suero se observo al transformar con fraT procedente del plésmido de
virulencia de S. fyphimurium cepas de E. coli sensibles al suero, y comprobar que presentaban un
ligero incremento en su resistencia a este. lgualmente se comprob6 que una forrna mutada de fraT
conferia a S. fyphimurium un incremento en su sensibilidad al suero {Rhen y Sukupolvi, 1988).
Con posterioridad se realizaron experimentos transformando con los plasmidos de S. fyphimurium
y S. dublin una cepa de E. coli sensible al suero y observandc que mieniras en el primer caso la
bacteria presentaba resistencia, al portar el ptasmido de virulencia de S. dublin este fenotipo no
aparecia. Realizando hibridaciones con una sonda de fra7 frente al plasmido de S. dublin se
confirmd su ausencia, explicando asi su incapacidad de conferir resistencia a cepas de E. coli
sensibles (Sukupolvi et al., 1992). Sukupolvi et al. (1990) secuenciaron {raT del plasmido de S.
typhimurium (gue codifica para una tedrica proteina de 243 aa, con un péptido sefial de 20 aa
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tipico de lipoproteinas) observando una homotogia muy elevada en la secuencia de aa con TraT
codificada por plasmidos fipo F.

Una segunda proteina implicada en resistencia al suero la describieron Hackett et al. (1987),
que tras fabricar una genoteca con DNA total de una cepa de S. fyphimurium, aislaron un clon de
origen plasmidico (el cual codificaba una proteina de membrana externa), que transformado en E.
coli y en una cepa curada de S. typhimurium sensibles al suero les conferia fenotipo resistente. El
gen responsable, denominado rck (resistance complement killing), presenta unp tamaiio de 555 pb,
y codifica una proteina de 185 aa, de los cuales los primeros 24 constituyen el péptido seiial,
dando lugar a una proteina madura de 17,4 kDa (Heffeman et af, 1992a). La secuencia de Rck
muestra una eievada homoiogia con una familia de proteinas de membrana externa de bacterias
Gram-negativas donde destacan PagC, requerida por S. fyphimurium para su supervivencia en
macréfagos y virulencia en raton, y Ail, necesaria en Yersinia enferocofitica para la adhesién e
invasion de células epiteliales. Heffernan et al (1992) explican el mecanismo de accién de Rek,
argumentando que Rck alteraria la configuracion de ias moléculas de C9, asociadas a los
complejos C5b-9 situados en ia superficie bacteriana, lo gue afectaria a su polimerizacién,
inhibiendo la formacion e insercion de los complejos tubulares de ataque a membrana en la
membrana externa de Safmonelia.

Recientemente se han realizado ensayos para valorar la participacién de las diversas
proteinas de membrana externa de la familia de las enterobacterias, entre ellas Rck, PagC y Ail,
en la resistencia al complemento y adhesion e invasién de células eucariotas cuando son
codificadas en plasmidos multicopia en E. coli. En estas condiciones $6lo la presencia de rek y ail
aumentan la resistencia al suero y 1a capacidad adhesiva e invasiva. Se postula que posiblemente
alguna de las regiones que muestran homologia entre las proteinas correspondientes sean las
responsables del fenotipo observado (Heffernan ef al., 1994).

Por altimo, Vandenbosch ef al. (1989a) observaron que la integracidon del plasmido de
virulencia de S. typhimurium en el cromosoma incrementaba la susceptibilidad a la lisis mediada
por el complemento manteniéndose inalterada la composicion del LPS. El fenotipo silvestre se
recuperaba cuando estaba presente en la cepa, en un ptasmido autdbnomo, una region plasmidica
denominada rsk (reduced serum killing), no teniendo efecto alguno en cepas curadas
(Vandenbosch ef al., 1989). El fragmento minimo que revierte el fenotipo es de 66 pb, el cual
contiene tres secuencias directas repetidas imperfectas de 10 pb separadas entre si por otras 11
pb. Este fragmento no forma parte ni de fa regidn codificante ni del promotor de un gen. El
mecanismo de accidn no es conocido, pero los autores anteriormente citados postulan que rsk
funcionaria normaimente en el plasmide auténomo controlandeo |a produccién de una molécula
reguladora de origen plasmidico. Esta molécula podria ser un represor ya que la curacion del
plasmido no provoca incremento en la sensibilidad al suero.
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1.2.1.3.- vagC/vagD.

Tras la realizacion de un experimento de mutagénesis por transposicion de una cepa de S.
dublin, portadora del plasmido de virulencia, con el fin de aislar mutantes deficientes en su
virulencia en raton, se obtuvieron ademas de los mutantes afectados en la region de virulencia
conservada dentre de los distintos serotipos, otros en zonas distantes a la anterior (Williamson et
al., 1988a). De los ultimos citados, e denominado G19 mostrd como fenotipo asociado a la
disminucién de la virulencia estudiada en ratdn, la incapacidad de crecer en un medio que
presentaba citrato como Gnica fuente de carbono, a diferencia tanto de la cepa silvestre como de
la curada del plasmido (Lax ef al., 1990). Posteriormente, Pullinger y Lax (1992) procedieron a la
caracterizacion del mutante G19 comprobando que la mutacién estaba situada en un ORF de 392
nucledtidos seguido de otro posiblemente asociado transcripcionalmente al anterior de 255
nucledtidos y que fueron denominados vagC y vagD respectivamente (virulence associated gene),
encontrandose situados detras del sistema de resolucién de muitimeros (que se comentard en
apartados posteriores). Asi se observo que G19 en general no crecia en medios con limitacion de
nutrientes y las céiulas al microscopio aparecian alargadas, sugiriendo una inhibicién de la division
celular. Estos autores postutan que esta sistema pueda estar implicado en la coordinacion entre [a
replicacion ptasmidica y la divisin celular. Mediante ensayos de hibridacién y secuencia se
comprohd que los genes vagC/AvagD estaban ausentes en el plasmido de virulencia de S.
fyphimurium.

En definitiva, excepto el fenotipo de ausencia de virulencia en ratén, no se conocen datos en
lo que se refiere al mecapismo de accion del sistema comentado, su regulacion, y su distribucion
entre los plasmidos de otros serotipos.

1.2.2.- Otras regiones plasmidicas no implicadas en virulencia.

En los piasmidos de virulencia de los serotipos mas estudiados se han identificado
progresivamente genes o grupos de genes que aparentemente en ias condiciones de estudio
empieadas no participan en el fenotipo de virulencia asociado al plésmido, ademas su funcién en
el plasmido es desconocida en la mayoria de los casos. A continuacion se describen de manera
sintética los datos publicados acerca de ellos. AUn asi permanecen regiones plasmidicas sin
caracterizar, de tamaiio variable dependiendo de cada serotipo.

1.2.2.1.-15630.

Las secuencias de insercion (IS) son elementos genéticos que tienen la capacidad de insertar
copias de si mismos en plasmidos y en el genoma. Estos elementos se caracterizan por presentar
en sus extremos secuencias repetidas invertidas.
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Se ha descrito la presencia en el plasmido de virulencia de S. dublin de un elemento
homélogo a la secuencia de insercidn 1S630 de Shigella sonnei, situado antes de spvR,
denominado orf7 y sin participacion aparente en virulencia. Dentro de la secuencia de insercion se
ha identificado un posible marco abierto de lectura {(con sentido de transcripcion opuesto a spvR)
de 1035 pb que daria lugar a una tedrica proteina de 345 aa. La secuencia aminoacidica
anteriormente descrita muestra con {a deducida del ORF presente en 1S630 (343 aa) de S. sonnej
{Matsutani ef al., 1987) un 86% de identidad y un 26% de similitud (Krause ef al., 1991b). También
es importante destacar (desde el puntc de vista evolutivo) que se ha encontrade homologia de
DNA entre una sonda de! extremo 5° del orff de S. dublin y plasmidos de virulencia de diversas
especies del género Yersinia (Krause et al., 1990). 1S630 esta relacionada con 18200, que es una
secuencia de insercion altamente especifica de Saimonelfa (Lam y Roth, 1983).

1.2.2.2.- tipA.

Mediante ensayos de expresion de proteinas en Escherichia coli de diversos fragmentos del
plasmido de virulencia de S. typhimurium, clonados en vectores multicopia, Koski ef al. (1992)
observaron la produccién, por parte de un clon gque contenia ung zona plasmidica situada antes de
SpvR y del supuesto orff de S. fyphimurium, de una proteina de 43 kDa a la que denominaron
TIpA y que se producia en cantidades inapreciables cuando el gen estaba presente en el plasmido
de virulencia en condiciones de cultivo de {aboratorio. El gen codificante, oA, presenta un tamario
de 1116 pb y codifica una proteina de 371 aa, presentando una direccion de transcripcién opuesta
a los genes spv.

La estructura secundaria de TIpA muestra un extremo amino-terminal de estructura globular y
el resto de la proteina practicamente en su totalidad una conformacién en hélice-o.. TIpA purificada
se encuentra de una manera mayoritaria formando homodimeros con una estructura cuaternaria
en hélice-a enrollada (a-hefical coiled coil), procedente de la asociacion de dos moléculas con

estructura en hélice-a. La secuencia de aminoacidos de TIpA presenta regiones de homologia
parcial con diversas miosinas y tropomiosinas eucariéticas asi como con proteinas M de
Streptococecus pyogenes, caracterizadas por presentar una estructura en hélice-o enrrollada.
Posteriormente, mediante estudios de microcopia electronica, se ha descrito la capacidad de TipA
de presentar un nivel de organizacién superior a! de dimero cuando se sobreexpresa en £, coff ;
concretamente, se observaron estructuras laminares estriadas en el citoplasma como
consecuencia de asociaciones de unidades de TIpA de forma lineat y lateral (Hurme ef al., 1994).
La funcion de TipA en Salmonella se desconoce por el momento. Se postulan diversas
hiptesis basadas en el plegamiento caracteristico de 1a proteina, como su posible implicacion en
la particién del plasmido de virulencia, lo cual estaria en concordancia con la enorme estabilidad
del mismo; ademas, tipa se sita en una region plasmidica proxima a fa implicada en particion
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{par). Recientemente se ha demostrado la participacion de la proteina MukB de E. coli (gue
presenta una estructura del tipo TipA) en la segregacion de ios cromosomas de [as células hijas
durante la division celular (Niki et al., 1991). También se postula que TIpA pueda intervenir en
algln tipo de interaccion con las células huésped cuando Salmonella se encuentra en un estadio
intracelular. Finalmente, es importante destacar que de las proteinas bacterianas descritas hasta la
fecha con la estructura cuatemaria similar a la de TIpA, una de ellas esta claramente implicada en
virulencia; asi, las proteinas M de S. pyogenes se presentan cubriendo la superficie de ia bacteria
incrementando su virulencia (Fischetti, 1589).

1.2.2.3.- Region de genes de transferencia (tra).

Recibe este nombre la region de ciertos plasmidos de virulencia de Salmonella donde se han
descrito homologias con zonas implicadas en procesos conjugativos de diversos plasmidos del
complejo IncF, en los cuales los genes que ocupan dicha regién han sido denominados genes de
transferencia o fra. La parte donde se situarian los tedricos genes fra de los plasmidos de
virulencia es la menos estudiada, pudiendo, sin embargo, aportar valiosa informacion sobre la
genealogia de los mismos. Se desconoce en todos los casos cuales son los genes presentes, a
excepcion de traT y del origen de transferencia onT.

Los plasmidos de virulencia pertenecientes a los serotipos mas caracterizados no presentan
capacidad conjugativa (Ou et al., 1994; Sukupolvi ef al, 1990; Terakado ef al., 1988), lo que
indicaria ta posible ausencia de ciertos genes del operén de transferencia. El paradigma de
procesos conjugativos es el piasmido F (factor de fertilidad) de E. coli K-12, del grupe de
incompatibilidad IncF!, que presenta un tamade aproximado de 100 kb, de Ias cuales 33,3 kb estan
ocupadas por los genes de transferencia. La conjugacién es un proceso por el cual el DNA es
transferido de una bacteria a otra, y requiere el contacto entre célula donadora y receptora (Ippen-
thler y Minkley, 1986). La transferencia de DNA se inicia en un lugar especifico denominado oriT o
nic, en respuesta a una sefial todavia no identificada. A través de un filamento extracelular,
denominado “pilus F*, expresado por la regién de transferencia de la célula portadora del plasmido
conjugativo, se crea un contacto especifico con la célula receptora conduciende a la formacion de
lo que se denomina agregado. Una vez que el agregado s¢ encuentra estabilizado, se transfiere
una de las cadenas del DNA en direccién 5 -»3", comenzando desde el origen de transferencia y
pasando en ultimo lugar la propia regién de transferencia. El proceso completo de transferencia
del plésmido F tiene lugar en 5 minutos. A continuacién se lleva a cabo la recircularizacién de ia
cadena transferida y la sintesis de la cadena complementaria a la existente, tanto en la célula
donadora como receptora; a partir de este momento las células presentan capacidad conjugativa.

Aungue en los dltimos afios se estd profundizando en el conocimiento de diversos procesos
conjugativos, como los debidos a los plasmidos de los grupos de incompatibilidad incl, incP, incN
e IncW, el plasmido F se ha constituido en el plasmido conjugativo mas estudiado, y de hecho es
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el Gnico plasmido de! grupo de incompatibilidad Inct cuya regién de transferencia ha sido
totalmente secuenciada. Adn asi existen mudltiples incognitas por explicar. Igualmente se han
secuenciado diversos fragmentos pertenecientes a regiones fra de ofros plasmidos pertenecientes
a los grupos de incompatibilidad IncF. En la mayoria de los casos estudiados estas regiones
presentan un elevado porcentaje de homologia entre ellas y con F, pero se observan divergencias
en ciertos genes (aunque claramente procedentes de un ancestro comun) siendo este hecho el
que marca la especificidad en los procesos de transferencia de esios plasmidos (Frost ef al,
1994). Se han elaborado grupos de complementacién con diversos genes de la region de
transferencia de los plasmidos conjugativos IncF, segin su capacidad para ser intercambiados sin
verse alterada su funcion, destacando los descritos para oriT, finQO, finP, traJ, traY, traA y genes
implicados en el proceso de exclusién de superficie (Willetts y Maule, 1985).

Debido al escaso conocimiento de {a regién de transferencia de la mayoria de los plasmidos
conjugativos IncF en comparacion con los disponibles del plasmido F, los datos citados a
continuacion se referiran a este ultimo. Las proteinas codificadas por los diversos genes descritos
se han englobado en cinco grupos teniendo en cuenta su funcién (Frost ef al., 1994) (Figura 1.2).
Diversos estudios han identificado promotores independientes para raM, J, S, 7, D, | y trbF,
siendo el promotor principal el situado antes de fraY denominado Py, que da lugar a un RNA
mensajero que incluye' desde traY hasta fral, por o que a Py se le ha llamado el promotor del
operon tra. Cabe destacar que algunos de los ORFs presentes en el operon fra todavia
permanecen sin funcién conocida en el proceso de transferencia. Se estan realizando estudios in
vitro para aclarar como se realiza el contrel del proceso de transferencia; asi, se ha propuesto un
modelo que explica como se regula la expresion desde Py, donde la regidn reguladora estaria
compuesta por fraJ, finP y Py. De manera resumida, TraJ es requerida para la iniciacién de una
intensa transcripcidn desde el promotor Py, mientras finP regula negativamente |la expresion de
TraJ en presencia del producto del gen finO situado en el extremo final de la region de
transferencia. De esta forma finP codifica un RNA antisentido que es transcrito constitutivamente y
gue en ausencia de FinO es degradado rapidamente por una actividad ribonucleasa celular; como
resultado, el RNAmM procedente de fraJ estd libre para unirse a los ribosomas y traducirse a
proteina dando lugar a la activacion de la transcripcion del operén fra desde Py. Sin embargo si
FinO esta presente en la célula, su union a FinP evita su degradacién, haciendo posible su
interaccion con la zona de unién a ribosomas del RNAm de fraJ evitando su traduccion y por ende
la activacién de! operdén (van Biesen.T. y Frost, 1994) (Figura 1.3). Debido a este sistema de
control, existe una regulacion del proceso de conjugacién en los plasmidosde tipo F que presentan
este sistema; sin embargo, el gen finO del plasmido F se encuentra interrumpido por una
secuencia de insercion (I153) impidiendo su funcionalidad y por tanto dando lugar a la expresion
constitutiva de TraJ (Yoshioka et af, 1987).
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Figura 1.2.- Representacién de |a region de transferencia del plasmido F de E. colfi. Salvo cuando se indica io contrario {con
una flecha) la direccion de transcripcion es de izquierda a derecha. Los genes indicados en letra maytscula corresponden
a genes fra, mientras que los que se muestran en minuscula correspondén a frb. Los diversos genes aparecen agrupados por
la funcion de la proteina que codifican (cuando este dato es conocido) (Frost ef al., 1994).
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Figura 1.3.- Modelo propuesto de regulacidén del operdén fra del plasmido F. Regulacion
positiva (+ve) y negativa (-ve) (van Biesen.T. y Frost, 1964).

Como se indicé en un punto anterior, al hacer referencia a genes plasmidicos relacionados
con la resistencia a la accion litica del complemento, uno de los genes descritos fue #aT. En los
primeros estudios donde se describe la presencia en el plasmido de virutencia de S. fyphimurium
de un gen homaloge al gen ifraT de operones de transferencia no se plantea la posibilidad de la
existencia de mas genes #ra en el plasmido, en base a la ausencia de actividad conjugativa
descrita para este (Sukupolvi ef al, 1990). Es importante destacar que el incremento de la
resistencia al suero producido por ia proteina de membrana extemna TraT se puede considerar un
efecto colateral frente a su funcion principal en los procesos de fransferencia que radica en ser la
responsable junto al producto del gen fraS del fendmeno denominado exclusion de superficie, que
consiste en producir un bloqueo de la conjugacion entre bacterias que portan plasmidos
relacionados (concretamente, del mismo grupo de exclusion) (Frost ef al., 1994). Se han lievado a
cabo ensayos de hibridacién empleando como sonda un fragmento intemo del gen fra7 del
plasmido de S. typhimurium con el fin de valorar su distribucion en distintos serotipos de
Salmonelia; encontrandose secuencias relacionadas en S. Iyphimurium, S. choleraesuis y S.
enteritidis, y estando ausente en S. dublin (Sukupolvi ef al, 1992; Korpela et al, 1989).
Recientemente han aparecido datos que indican la existencia de homologia entre el plasmido de
S. pullorum y genes fra del plasmido F; ademas, empleando una sonda del oriT del piasmido F se
han observado distintos grados de homologia con los plasmidos de S. typhimurium, S. enteritidis y
S. gallinarum, siendo los resultados totalmente negativos con los de S. dublin y S. choleraesuis
(Ou et al., 1994).

Volviendo de nuevo sobre la region de transferencia, ésta puede ser definida como la zona
comprendida entre el origen de transferencia (oriT) y el final de finO. Las regiones flangueantes
estan conservadas entre los plasmidos IncF estudiados y probablemente tengan o hallan podido
tener un papel en la transferencia plasmidica. De esta forma, detras de finO se han localizado dos
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genes denominados orfB y orfA, los cuales han sido completamente secuenciados en el plasmido
R100 y parcialmente en F; las secuencias descritas para orfB presentan gran homologia mientras
las de orfA divergen, ademas se ha observado que el producto de orfA presenta un potencial
péptido sefial y este gen parece ser dispensable para el proceso de transferencia (Yoshioka ef al,
1990). El producto de orfA se ha relacionado con una familia de nucleasas (Frost ef al., 1984),
incluyendo las de Staphyfococcus aureus (Cotton et al., 1979), y la de los plasmidos pSa (Close y
Kado, 1992) y RP4 (Gerlitz et a/.,, 1990).

Otro ejemplo de plasmido conjugativo que presenta una endonucieasa posiblemente
relacionada con el proceso de transferencia es el plasmido pKM101, que pertenece al grupo de
incompatibilidad IncN (por tanto no relacienado con F). pKM101 tiene un tamaito de 35,4 kb y se
formo a partir del plasmido R46 (procedente de un aislado clinico) de 49,3 kb por una delecién de
aproximadamente 14 kb (regién codificante fundamentalmente de resistencias frente a ciertos
antibitticos) sufrida tras manipulaciones de laboratorio {Langer y Walker, 1981). Este plasmido ha
sido ampliamente estudiado por presentar la propiedad de hacer a £ colf y S. fyphimurium mas
resistentes a los efectos letales de la radiacion ultravioleta y por incrementar su susceptibilidad a
la mutagénesis por diversos agentes quimicos (Langer y Walker, 1981). Lackey et al. (1977)
detectaron la produccién de una endonucleasa por cepas de S. fyphimurium que contenian ei
plasmido pKM101, que presentaba como caracteristicas una actividad ATP-independiente,
degradaba con igual eficiencia DNA de cadena doble y sencilla generando extremos 3 -hidroxilo y
5-fosfato, no presentaba actividad exonucleolitica detectable y su actividad era maxima en
presencia de cationes divalentes, siéndole asignado un tamafio de 75 kDa. Recientemente se ha
descrito que la proteina (Nuc) madura tiene un tamafio de 17 kDa (Pohlman ef al, 1993). Esto
sugiere gque ia proteina presenta una estructura cuatermnaria tetramérica, para aproximarse a 10s
valores de tamafo de la proteina detectados en estudios anteriores. Se ha comprobado que esta
localizada en el periplasma y que la actividad nucleasa presenta la propiedad de ser EDTA-
resistente; sin embargo, no se ha logrado asignarle ninguna funcién (siendo dispensable en el
proceso de conjugacion, entre otros). Realizando estudios con diversos plasmidos pertenecientes
a diferentes grupos de incompatibilidad se detectd que la produccion de endonucleasas EDTA-
resistentes se encontraba circunscrito a ciertos grupos de incompatibilidad (de los ensayados)
coma Incl, N, H y M (Winans y Walker, 1983).

El sistema de conjugacion de pKM101 esta compuesto por tres agrupaciones de genes #ra, a
diferencia de la estructura continua presente en el plasmido F, situandose nuc en una regién
intermedia entre dos regiones fra (Winans y Walker, 1985). La secuencia deducida de
aminoacidos presenta los primeros 20 aa con caracteristicas de péptido sefial (como era esperable
debido a su localizacion periplasmica). Tras la sobreexpresion (fusionando nuc a un promotor
fuerte) y purificacion de Nuc, en ensayos realizados sobre DNA, para caracterizar su patron de
corte, no mostrd secuencia especifica de reconocimiento. Por otro lado, no se conoce la funcién
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en la céluia de esta proteina (Pohlman ef &/, 1993). Estos mismos autores comprobaron que nuc
se encuentra en pKM101 inmediatamente detrds del gen fraG vy la regidn carpoxilp-terminal de su
producto presentd homologia con la secuencia de aa deducida de un ORF parciaimente
secuenciado del plasmido Colib-P9 (Incl) (Strack ef al, 1992). En este Gitimo plasmido citado se
ha descrito la produccion de una nucleasa EDTA-resistente por un gen situado entre dos
agrupaciones de genes fra (Rees ef al, 1987). Los datos presentados parecen sugerir que esta
enzima participara ancestralmente en conjugacién o procesos relacionados.

1.2.2.4.- Genes relacionados con la estabilidad y replicacion plasmidica.

Entre los mecanismos implicados en la perpetuaciéon, en sucesivas generaciones, de
plasmidos de gran tamafio y bajo ndmero de copias se encuentran la existencia de multiples
replicones y regiones relacionadas con particidn (distribucion de copias plasmidicas a las células
hijas en la divisién celular). Es importante destacar que debido a la accidn conjunta de diversos
sistemas de estabilizacion el plasmido de virulencia de Saimonella es extremadamente estable.

Los estudios realizados acerca del sistema de replicacion del plasmido de virulencia de
Salmonella se encuentran todavia en una fase inicial. Michiels et al. (1987) fueron los primeros en
describir y situar de una manera aproximada dos zonas (denominadas repA y repB) que
mostraban una posible participacién en procesos de replicacion en el plasmido de S. typhimurium,
después de realizar un analisis fenotipico de sucesivas deleciones. Mas tarde se realizaron
estudios en profundidad para delimitar los replicones presentes en el plasmido de S. fyphimurium,
y para ello se clonaron diversos fragmentos plasmidicos obtenidos mediante restricciones
parciales en un vector carente de capacidad autoreplicativa; de esta manera se aislaron dos
regiones que contendrian un posible replicén. Uno de eltos correspondid a repB, anteriormente
descrito por Michiels ef al. (1987) y situado en las proximidades de fraT; sin embargo, el otro
(denominado repC) no correspondia al descrito como repA por Michiels et al. (1987) y se localizé
en un fragmento Bgll de 3,2 kb posterior al operén spv. Estos replicones dan lugar a 2-3 copias
plasmidicas por cromosoma, y se ha detectado una hibridaciéon débil de repB con el plasmido
R100 (IncFll) y de repC con el plasmido F (IncFl). De ambos replicones, repB es mas estable que
repC de manera aislada, pero sin alcanzar la estabilidad del plasmido parental (Tinge y Curtiss 11,
1990a). Asi mismo, se han realizado ensayos de hibridacion empleando como sonda fragmentos
internos de repA y repB del plasmido de S. typhimurium para determinar su distribucién entre
distintos serotipos de Salmonella. Se ha observado su presencia en cepas de S. choleraesuis, S.
dublin, S. enteritidis, S. gallinarum y S. pullorum mientras que en S. dublin, 8. gallinarum y S.
pullorum no se ha detectado hibridacion con la sonda procedente de repC . Es importante resaltar
la ausencia de ambos replicones en otros 30 serotipos de Safmonelfa analizados (Tinge y Curtis I\l
1990).
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Los plasmidos bacterianos que normalmente se encuentran en la naturaleza son mantenidos
por las sucesivas generaciones con una elevada fidetidad. Pueden agruparse dentro de dos
grandes tipos: los que se presentan en un elevado namero de copias por célula y los de bajo
ndmero de copias. En los primeros su distribucion en las células hijas se realizaria al azar,
garantizando su afto nimero de copias una probabilidad baja de generacion de células sin
plasmido. Sin embargo, en el segundo caso, como seria el plasmido de virulencia de Salmonella,
son necesarios distintos mecanismos que, actuando individualmente ¢ en combinacion, prevengan
la formacién de células libres de plasmido tras la divisién celular. En los plasmidos de virulencia
de Salmonella se han descrito dos de estos sistemas, como son la region de particion (par) y un
sistema de resolucién de multimeros.

Fuercn Krause ef al. (1991a) los primeros en advertir en un estudio de acofamiento de la
region spv del plasmido de virulencia pSDL2 de S. dublin, que la delecidén de una zona situada a
continuacion del operdn spv producia un incremento de la inestabilidad del plasmido, apareciendo
formas multiméricas. Posteriormente, tras el estudio y secuenciacion de la region responsable, se
observaron dos elementos fundamentales, un ORF que codificaba una proteina con actividad
resolvasa (rsd) que actuaba en frans y un fugar de resolucion en ¢is {(crs). La proteina Rsd de 28,7
kDa codificada por este ORF (780 pb) presenta un extremo carboxilo-terminal semejante al
consenso de resolvasas sitio-especificas de la familia de las integrasas (Krause y Guiney, 1991).
Rsd presenta una identidad del 84% con la proteina D, recombinasa del plasmido F (Lane et al.,
1986). El gen rsd presenta una direccién de transcripcidn opuesta al operén spv. El sitio crs,
situado antes de rsd, consta de ocho repeticiones directas incompletas de 17 pb, seguidas de una
regién con varias repeticiones ricas en GC homélogas al origen de replicacion (oriv7) del plasmido
F; no obstante no participa en funciones de replicacién. Estos mismos autores detectaron actividad
resolvasa en todas las cepas portadoras de plasmido de virulencia que ensayaron; concretamente
en S. fyphimurium, S. dublin, S. gallinarum y S. choleraesuis. |La resolvasa se une a las secuencias
crs de los muitimeros formados y por recombinacion sitio-especifica regenera los mondmeros. En
definitiva, el sistema de resolucion de multimeros actia aumentando el niimero de moiéculas
plasmidicas (monoméricas) disponibles para su distribucién en la divisién celular.

Los sistemas de particidn juegan un papel importante en la estabilidad de plasmidos de bajo
numero de copias, puesto que van a controlar el reparto de las moléculas plasmidicas en el
momente de la division celular (Austin, 1988). Inicialmente se describié la existencia en el
plasmido de virulencia de S. fyphimuriurn de una regidén de 4,3 kb, situada tras tjpA, que
presentaba funciones de incompatibilidad y particion (Cerin y Hackett, 1989). Poco después, Tinge
y Curtiss Il (1990a) aislaron una zona del plasmido de virulencia de S. fyphimurium qQue presenté
la propiedad de estabilizar replicones heterologoes, incrementando fa estabilidad segregacional del
plasmido que la contiene, y que fue denominada par. La zona responsable se sitia en el plasmido
de S. typhimurium coincidiendo con la posicion donde Michiels ef al (1987) situaron repA. La
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region par codifica dos proteinas, ParA y ParB. Tras secuenciar las 4,3 kb anteriormente
resefiadas que incluian la region definitivamente denominada parVP (par Virulence Plasmid), se
describieron dos lugares implicados en incompatibilidad y particién, incR e incL {parS) y entre ellos
dos genes parA y parB con funciones en particion. Estos genes muestran homologia con
secuencias de los genes par presentes en otros plasmidos y codifican proteinas de 40 y 32,5 kDa
respectivamente (Cerin y Hackett, 1993).

En el plasmido de virulencia de Salmonelfa es necesaria la presencia de incR e incL para la
expresion del fenotipo de incompatibilidad, mientras que presenta dos sistemas de particion
relacionados, uno en el que intervendrian parA, parB y parS y otro compuesto por parA e incR.
Una propiedad de esta regién del plasmido de virulencia, a diferencia de regiones par de otros
plasmidos, consiste en que la transcripcion de parA y parB se realiza de forma independiente
presentando promotores autonomos.

Por otra parte, Tinge y Curtiss (1990), han detectado mediante ensayos de hibridacion
regiones homoélogas a parVP en ios plasmidos de virulencia de S. fyphimurium, S. choleraesuis, S
enteritidis, S. gallinarum, S. puflorurn y S. dublin, si bien la hibridacién con el dltimo fue débil.

1.2.2.5.- Operdn samAB.

El tratamiento de las bacterias con diversos mut&genos, entre los que se encuentran las
radiaciones ultravioleta, rayos-X, y agentes quimicos que dafian de alguna forma el DNA, genera
una respuesta celular denominada SOS, que se expresa transitoriamente e incluye reparacion de
dafios por excisién de secuencias, recombinacion, mutagénesis e inhibicidn del crecimiento
celular. Esta respuesta da lugar a la expresion de al menos 20 genes entre los que se encuentran
umuD, recA y lexA. En el caso de la mutagénesis producida como consecuencia del proceso de
reparacién del DNA, se produce un incremento en la supervivencia celular mediada por el operdn
umuDC (Woodgate y Sedgwick, 1992) a expensas de una disminucion de la fidelidad de la copia.
Hasta el momentc se han caracterizade en profundidad cinco operones del tipo umuDC: samAB
del plasmido de virulencia de S. fyphimurium (Nohmi ef al., 1981), umuDCsr cromosomico de S.
fyphimurium (Thomas et al., 1990), mucAB dei plasmido pKM101 (Perry ef al., 1985), impCAB del
plasmido TP110 (Lodwick ef al., 1990) y el cromosémico umuDC de E. coli (Kitagawa et al., 1985).

El represor LexA regula de manera negativa la transcripcion de los genes implicados en la
respuesta SOS mediante su union a una secuencia especifica de la zona promotora conocida
como “caja SOS”. Cuando se produce un dafic en el DNA, el represor LexA sufre un corte
proteolitico mediante su interaccion con un complejo formado por la proteina RecA, DNA de
cadena sencilla y ATP, permitiendo la expresion de los genes que estaban bajo el control de LexA.

Los genes umu estan estructurados en forma de operdén que incluye dos genes que codifican
proteinas de tamarfio similar en todos los casos citados (Woodgate y Sedgwick, 1992), salvo en el
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del plasmido TP110 donde el operén estda formado por tres genes. Mutantes umuDC de E. coli
muestran una disminucién en la tasa de mutacion provocada por la exposicion a radiaciones
ultravioleta y ciertos agentes quimicos. De cualquier forma, es importante destacar que S.
fyphimurium es menos mutable por estos agentes que E. cofi, y sin embarge presenta un operdn
umuDC altamenie homologo al de esta bacteria (Thomas ef al., 1980).

Fueron Nohmi ef al. (1991) quienes, realizando un ensayo de complementacién de la
mutacion umuC122 de una cepa de E. coli por transformacion con una genoteca (en plasmido
multicopia) de S. typhimurium, aislaron una serie de clones que complementaban el defecto en
mutagénesis después del tratamiento con radiacion ultravioleta. Comprobaron por hibridacién que
uno de ellos pertenecia al plasmido de virulencia, y observaron que la region responsable del
fenotipo estaba compuesta por dos marcos abiertos de fectura de 420 y 1272 pb, denominados
samA y samB. Estos codifican unas proteinas de 140 aa (155 kDa) y 424 aa (47,7 kb)
respectivamente. Los genes samA y samB, al igual gue umuD y umuC de E. coli, se encuentran
solapados por un nucleétido. Ef operon samAB se encuentra situado en el pldsmido de virulencia a
continuacion de la region par. La homologia en la secuencia de nucleétidos entre samAB y
umuDCsr es de un 60% y las comrepondientes secuencias de aminodcidos deducidas presentan
una homologia de! 49% con UmuD y del 63% con UmuC; esto indica que el operon plasmidico y el
cromosdmico son homoélogos pero diferentes. Sin embargo, sarnAB presenta la mayor homologia
con el operén impCAB del plasmido TP110 (66% en DNA y 60-70% en proteina).

Se ha demostrado mediante ta interrupcién de los genes integrantes de samAB y umuDCsr
que estos operones no son esenciales para la viabilidad bacteriana. La participacion del operén
samAB en la mutagénesis de S. fyphimurium provocada por tratamiento con radiacién ultravioleta
ha sido ensayada realizando una bateria de experimentos con cepas isogénicas de S. typhimurium
portadoras de distintas mutaciones en los cuafro genes umu presentes en las células. Se
comprobé que en la ausencia de operén cromosémico funcional, samAB (en el plasmido de
virulencia) era incapaz de complementar el fenotipo de disminucion en la mutagénesis cbservada
(cuantificandose como revertientes de la mutacion leuD27) (Koch et al, 1992). De igual forma,
Nohmi ef al. (1992) no observaron alteracion alguna del fenotipo asociado a los genes umu tras la
curacion del plasmido de virulencia de una cepa de S. fyphimurium. Se ha comprobado mediante
northern biot, empleando como sonda oligonucledtidos marcados pertenecientes a samA y samB,
que se produce la transcripcion de dichos genes después de la induccion de una lesion en el DNA,
lo que teéricamente apunta a que la deficiencia funcional observada no es causada por una falta
de expresion (Koch ef al,, 1992). Recientemente, en experimentos realizados sobre el gen hisD de
S. typhimurium, se ha comprobado que el operdn umuDCsr estd implicado en la mutagénesis
debida al tratamiento celufar con ciertos agentes quimicos, que provocan mutaciones por
corrimiento del marco de lectura debido a deleciones CG, mientras que samAB no ha mostrado
ningan tipo de participacion (Nohmi et al., 1995).
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La cuestién acerca de la aparente falta de funcionalidad del operon samAB permanece en
discusién. Se han llevado a cabo hibridaciones DNA-DNA empleando como sonda los genes umu
de E. coli, observandose su amplia distribucién dentro de las enterobacterias; sin embargo, en
algGn caso no esta directamente relacionada con la aparicion del fenotipo propio debido a los
productos del operdn umu. Como dato interesante se pueden citar las enormes diferencias
observadas (hasta 200 veces) en la tasa de mutagénesis inducida por tratamientos lesivos del
DNA dentro de los diferentes miembros de las enterobacterias, e incluso dentro del mismo género,
como en Escherichia. Por todo ello se postuia que los genes tipo umu presenten ventajas
adicionales para las células que fos portan y por ello hayan sido conservados durante el proceso
de evolucion (Sedgwick ef al,, 1991). De manera sorprendente, mediante ensayos de hibridacién
DNA-DNA empleando como sonda los genes umu cromosomicos de S. fyphimurium, no se han
detectado secuencias homofogas en DNA procedente de cepas de S. enferitidis (Stanley et af,
1992).

1.2.2.6.- Region implicada en sintesis de fimbrias (pef).

La caracterizacion de la zona plasmidica que incluye los denominados genes pef se inicio de
una manera casual al realizar un estudio de complementacion con una genoteca de S.
typhimurium de mutantes de E. coli deficientes en el sistema especializado de transporte de
vitamina B, y otras cobalaminas a través de la membrana extemna. Se obtuvieron transformantes
con el fenotipo parcialmente complementado. Posteriormente se comprobd por hibridacion que la
secuencia de DNA responsable procedia del plésmidoe de virulencia y que en las cepas
transformadas aparecia en su membrana externa una nueva proteina (tedricamente responsable
de la complementacion) de aproximadamente 84 kDa (Rioux y Kadner, 1989). En ensayos de
expresion de proteinas se detectaron cinco polipéptidos, entre ellos uno de 84 kDa. Se obtuvo la
secuencia de nucledtidos y la secuencia de aminoacidos deducida que mostiré una elevada
similitud con las proteinas de membrana externa PapC y FaeD de E. coli, que forman parte de
operones de fimbrias. Esto puso de manifiesto que posiblemente la sobreexpresion de esta
proteina de membrana externa diera lugar a una perturbacion de la misma, permitiendo el paso de
cobalaminas (Rioux ef af., 1980). Debido a que los resultados anteriores apoyaban la posibilidad
de la existencia en el plésmido de virulencia de S. fyphimurium de un sistema de sintesis de
fimbrias, Friedrich ef al. (1993) decidieron caracterizar un fragmento piasmidico que contenia la
secuencia codificante de la proteina de membrana extema previamente descrita. Para elio
llevaron a cabo la secuenciacion de las 13,9 kb situadas exactamente entre ios replicones repB y
repC. Del analisis de ia secuencia obtenida se dedujo la existencia de 13 ORFs tedricos de un
tamaiio superior a 100 codones y con la misma direccion de transcripcion, de repC a repB. La
comparacion en bancos de secuencias de las posibles secuencias de aminoécidos deducidas de
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estos ORFs permiti6 diferenciar una primera zona que abarcaba 2,3 kb y contenia la parte final de
repC, seguida de otra de 2 kb que presentaba homologia con algunos origenes de replicacién,
pero sin codificar polipéptidos de tamafio significativo.

A partir de las primeras 2,3 kb de secuencia se extienden diversas regiones codificantes
relacionadas, a nivel proteico, con componentes integrantes de operones de sintesis de fimbrias,
fundamentalmente de E. colfi, destacando los pap de E. coli patégenos de vias urinarias (Jacob-
Dubuisson ef al., 1993; Krogfelt, 1991; Hultgren y Normark, 1991) y fae y fan, importantes en la
colonizacion del epitelio intestinal (De Graaf, 1990), que serdn a los que nos referiremos a partir
de este momento. A estos ORFs se les asigné la denominacion de pef (plasmid-encoded-fimbriae)
y la designacion especifica de cada gen se realiz6 teniendo en cuenta fa nomenclatura de las
proteinas homologas codificadas por el operon pap, cuya organizacion génica se muestra en la

Figura 1.4.
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Figura 1.4.- Arriba: Representacion de la distribucion de los ORFs descritos por Friedrich et al.
(1993) en la secuencia de 13,9 kb perteneciente al plasmido de virulencia de S. typhimurium. Se
indica junto al nombre de cada gen el tamafio en kDa de la corespondiente proteina deducida de
la secuencia nucleotidica. Abajo: Representacion de la estructura del operdn de sintesis de
fimbrias pap de E. coli, indicandose las funciones asignadas a algunos de los genes (Jacoh-
Dubuisson ef al., 1993).

De esta forma, el primer gen descrito fue pefB (303 pb) cuya secuencia deducida de
aminoacidos, PefB, es homéloga a diversas proteinas reguladoras de operones de fimbrias, entre
las que destacan PapB (47%) y FanB (32%). A continuacién se encontré pefA (519 pb), que
presenta una secuencia deducida de aminoacidos, PefA, con una homologia de un 30% con FanC
y 18% con PapA, todas eilas subunidades de fimbrias.
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La secuencia aminoacidica deducida del siguiente ORF denominado pefC (2409 pb) mosird
un porcentaje de homologia de un 24% con PapC, (29%) FanD y (32%) FaeD que actian como
plataforma de ensamblaje o centro de poelimerizacion de los componentes de la fimbria.

Inmediatamente después se sitla pefD (684 pb) siendo la correspondiente secuencia
deducida de aminoécidos homéloga a PapD 31%, FanE 48% y FaeE 36%, que muestran funcion
de chaperonas periplasmicas. A continuacion se encuentran dos ORFs, cuyos teoricos productos
no mostraron en banco de secuencias homologia alguna, y recibieron la denominacion genérica de
orfs (558 pb) y orf6 (888 pb). Curiosamente, en el operon pap y relacionados, pap/ y sus
homodlogos estan situados al principio del operdn y su transcripcién es opuesta a lade papBy ala
del resto de genes, mientras que pefl se transcribe en la misma direccion que el resto de genes pef
y esta localizado en el extremo final del tedrico operdn. La secuencia de aminoécidos deducida de
pefl (213 pb) presentd homologia con la proteina reguladora Papl (29%).

A partir de este punto ninguno de los productos deducidos de los ORFs presenté homologia
alguna con proteinas implicadas en sintesis de fimbrias. Los siguientes ORFs fueron denominados
orf7 (351 pb), orf8 (654 pb), orf9 (975 pb) y orf11 (753 pb), estando localizado el gen rck entre el
orf9 y orf11. Los productos deducidos del orf7 y orff1 estan relacionados con proteinas de
actividad reguladora franscripcional, mientras que los correspondientes a orf8 y orf@ no muestran
homologia con secuencia alguna depositada en bancos de datos. En la Figura 1.4 se representa la
distribucion de todos los ORFs comentados anteriormente.

Estos mismos autores observaron por microscopia electrénica en cepas de E. coli y S.
typhimurium, transformadas con el plasmido que contenia ia region integra de 13,9 kb, {a aparicién
en su superficie de una cantidad elevada de fimbrias. Mediante mutagénesis por transposicion del
fragmento estudiado se comprobd que la interrupcion de manera individualizada de pefA, pefC,
orfs5 y orfé afecta negativamente a la produccién de fimbrias, no viéndose alterada por la
interrupcién del orf8. Narmaimente tas fimbrias presentan en su composicion una adhesina que se
une, segiun el caso, a receptores especificos y que presenta la capacidad de provocar
hemaglutinacion de diversos tipos de eritrocitos. Hay que destacar que en el caso de E. coli
portando 1a regidon pef y ensayando su actividad sohre eritrocitos de diversos origenes no se
observé en ningan caso aglutinacion, pudiéndose explicar este hecho por la ausencia en la region
pet de una posible adhesina o por que utilizaran otro receptor distinto para la adhesion.

Ademas del particular sistema de sintesis de fimbrias descrito en el ptasmido de virulencia de
S. typhimurium, es importante destacar que en Sa/monella se conocen cuatro genes, agfA, fimA,
sefA y sefD, responsables de la sintesis de subunidades de fimbrias. Las fimbrias tipo 1, en S.
enferitidis llamadas SEF21, (codificadas por fimA) son comunes en enterobacterias (Rossolini of
al., 1993, Clegg y Gerlach, 1987), y de igual forma sucede con SEF18 (sefD) (Clouthier ef al.,
1884). Sin embargo, en el caso de SEF17 (agfA) su distribucion esta practicamente restringida al
género Salmonella, como se ha podido observar mediante ensayos de hibridacion empleando
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como sonda agfA (Doran ef al, 1993). Y finalmente, como ¢aso mas exclusivo se puede citar
SEF14 (sefA), que (nicamente se ha localizado en siete serotipas de Sajmonefia, entre los que se
encuentran S. dublin, S. enteritidis, S. gallinarum, S. pullorum y S. typhi (Clouthier e al., 1993,
Turcotte y Woodward, 1993). Asi mismo, se ha detectado la produccion de fimbrias tipo 2 y 3 por
ciertos serotipos de Salmonella mediante estudios de reconocimiento de receptores especificos y
técnicas inmunoldgicas (Tarkkanen et al., 1990; Clegg y Geriach, 1987). También se ha descrito
en ciertos serotipos la posible presencia de fimbrias tipo 4 (Sohel et al.,, 1993), y recientemente se
ha clonado un posible operon de fimbrias procedente de S. typhimurium, denominado /pf, que se
ha mostrado capaz de producir fimbrias en E. cofi (Baumiler y Heffron, 1995).

El estudio de mutantes de Salmoneffa ha confirmado la importancia de las fimbrias (y también
de los flagelos) en la infeccion experimental (Satta et al, 1993; Curtiss 1l ef &/, 1993), pero no se
han definido con exactitud la contribucién de las diferentes adhesinas.

1.3.- Familia Dsb de proteinas con actividad 6xido-reductasa de puentes

disulfuro en periplasma de bacterias.

Los puentes disulfuro tienen un papel importante en ia estructura, plegamiento y estabilidad
de muchas proteinas. Aunque estas pueden formar puentes disulfuro espontaneamenie en
presencia de oxigeno, este proceso in vitro es normalmente lento y propenso a errores (pudiendo
alargarse desde horas hasta incluso dias). Por el contrario, in vivo es generalmente rapido y
preciso (llevandose a cabo en segundos) (Bardwell, 1994). Desde la perspectiva del crecimiento
celular es clara la necesidad de que las proteinas sean capaces de adquirir su conformacién
definitiva (activa) lo méas rapidamente posibie. Se han encontrado catalizadores que incrementan
la tasa de formacién de puentes disulfuro tanto en céluias eucariotas como procariotas. Sin
embargo, se sabe relativamente poco acerca del mecanismo de formacién de puentes disulfuro in
vivo. Estudios realizados en E. ¢oli han mostradoe que las proteinas de exportacion no adguieren su
plegamiento definitivo antes de su translocacion a través de la membrana citoplasmica
{Kunamoto, 1991; Schatz y Beckwith, 1990).

Todos estos datos impulsaron a diversos grupos de investigacion & plantearse ! estudio de
los factores implicados en los procesos de plegamiento de proteinas en el espacio periplasmico de
bacterias Gram negativas. Mediante aproximaciones experimentates diferentes, dos laboratorios
clonaron un gen de E. cofi que mostraba participacion en la formacion de manera eficaz de
puentes disuifuro de diversas proteinas en el periplasma. Bardweli ef al. (1991), seleccionando
factores implicados en la insercion de proteinas en membrana citoplasmica, aislaron de manera
fortuita un mutante defectivo en la formacion de puentes disulfuro en periplasma. El gen afectado
fue denominado dsbA (disulphide bond formation), y en la secuencia de aminoacidos deducida del
correspondiente marco abierto de lectura se localizé una zona homdloga al centro activo consenso
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de proteinas con actividad 6xido-reductasa de puentes disulfuro Cys-X-X-Cys (Holmgren, 1989)
como Ia tiorredoxina (Trx), glutarredoxina (Grx) o la disulfuro isomerasa de eucariotas (PDI), no
mostrando el resto de la proteina homologia representativa con alguna otra depositada en bancos
de secuencias. Tras la sobreexpresion de ia correspondiente proteina (208 aa. incluyendo un
péptido sefal de 19 aa) se la estim6 un tamafio de aproximadamente 21 kDa en su forma madura
y se la localizé en la fraccion celular correspondiente al periplasma. L.a inactivacion de dsbA no
afecta de manera aparente a la viabilidad ceiular (indicando su no esencialidad); no obstante, los
fenotipos més claros de los mutantes dsbA fueron una disminucién de la actividad enzimética
fosfatasa alcalina, un defecto en el ensamblaje del pili tipo F y la falta de formacién de puentes
disulfuro en ciertas proteinas de exportacion. De todas formas, en 1os casos citados la inactivacion
de dsbA no conduce a la faita total de formacién de puentes disulfuro. Por otra parte, la proteina
purificada en presencia del agente reductor ditiotreito! (DTT) es capaz de estimular la precipitacion
de la insulina, siendo ésta una reaccion tipica de las Oxido-reductasas de puentes disulfuro
{Holmgren, 1979). Todos estos datos condujeron a la conclusion de que DsbA era requerida en E.
coli para la formacion eficiente de puentes disulfuro en proteinas de exportacion, siendo la primera
proteina descrita con tal funcién en hacterias, Mediante otra estrategia, buscando mutantes de E.
cofi deficientes en la actividad fosfatasa alcalina, Kamitani ef al. (1292) clonaron y caracterizaron
el mismo gen anteriormente descrito, denominandolo ppfA. A partir de este momento se produce
un intenso estudio de nuevos fenotipos asociados a mutaciones en dsbA de E. coli, localizandose
genes homologos en otras especies bactetianas e identificandose nuevos genes implicados en la
ruta de formacion de puentes disulfuro.

La inactivacion de dsbA conduce a la alteracion de diversas funciones celufares en E£. cofi. De
esta forma se han descrito entre otras: 1) la ausencia de movilidad debido a alteraciones en el
correcto ensamblaje de ciertos componentes de los flagelos, concretamente la proieina Figl que
para ser funcional requiere un puente disulfuro intramolecular (Dailey y Berg, 1993); 2)
deficiencias en el ensamblaje de las fimbrias tipo P de E. coli patégenos de vias urinarias por
alteracion del plegamiento y funcionalidad de la chaperona PapD, fundamental para el transporte
hasta membrana externa de diveros componentes integrantes de las fimbrias (Jacob-Dubuisson et
al., 1994); 3) sensibilidad al agente reductor DTT y a la bencilpenicilina (Missiakas et al., 1993); y
4) incapacidad de adquirir la conformacion activa (debida a la formacion de puentes disulfuro) de
las enterotoxinas termoestables de E. ¢ofi de tipo | (Yamanaka ef al., 1994) y de tipo Il (Okamoto
et al, 1995). La transcripcion de dsbA en E, coli se realiza desde dos promotores, uno de ellos
situado en la region 5 de dsbA y el otro situado en la region 5 de un ORF situado
inmediatamente antes de dsbA, contribuyendo ambos de igual manera (Belin y Boquet, 1994). La
estructura cristalina de la forma oxidada (con puente disulfuro entre sus dos cisteinas) de DsbA de
E. coli ha mostrado ser semejante en términos globales a la de la tiorredoxina (Martin ef al., 1993).
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Se han descrito en otras especies bacterianas diversas proteinas homodlogas a DsbA, tanto
desde el punto de vista de la secuencia de aminoacidos (fundamentalmente conservados los
constituyentes y préximos al centro activo anteriormente descrito), como en el aspecto funcional
por su capacidad de complementar los fenotipos caracteristicos de mutantes dsbA de E. coli. En
todos los casos que se van a citar a continuacidn, la identificacién de fos genes codificantes de
proteinas tipo DsbA se realizdé mediante la complementacion de fenotipos de mutantes defectivos
en la formacion de puentes disuifuro en proteinas de exportacién. De esta manera se ha clonado
de Haemophilus influenzae el gen codificante de la proteina Por (205 aa con un 45% de identidad
respecto a DsbA) después de comprobarse que su mutacion era la responsable de un fenotipo de
deficiencia en el sistema inducible de captacion de DNA en esta bacteria (Tomb, 1992). En el caso
de Vibrio cholerae, la mutacion en el denominado gen fepG o dsbA (cadificante de una proteina de
200 aa que presenta un 40% de identidad con DsbA de E. coli) di6 iugar a mutantes defectivos en
la funcionalidad del pilus TCP, disminucién de la actividad proteasa y en la secrecion de la
subunidad A de la toxina colérica (Peek y Taylor, 1992). Asi mismo, el ensamblaje en mutantes
dsbA de V. cholerae de fa subunidad B de la enterotoxina termolabil de E. coli (homdloga
estructural a la subunidad B de la toxina colérica) se observo disminuida debido a la carencia del
puente disuifuro intrarolecular necesario para que se lleve a cabo el proceso (Yu ef al., 1992). En
Shigella flexneri la funcionalidad de su proteina DsbA se ha mostrado fundamental para la
secrecion de las proteinas lpaB, C y D, esenciales en el proceso de invasion de células epiteliales
por esta bacteria (Watarai ef al, 1995). Por otro lado, también se ha clonado el gen
correspondiente a dsbA de Erwinia chrysanthemi, transformando con una genoteca de ia misma
un mutante dsbA de E. coli y seleccionando transformantes mdviles (Shevchik ef al., 1994). Por
altimo, se ha descrito un gen (bdb) de {a bacteria Gram positiva Bacillus brevis capaz de
complementar el fenotipo de inmovilidad de mutantes en dsbA de E. coli (Ishihara et al., 1995).

Mediante mutagénesis dirigida, cambiando las cisteinas del centro activo por otros

aminodcidos en DsbA de E. coli (Wunderlich ef al, 1998) y V. cholerae (Yu et al., 1993), se ha
demostrado que son esenciales en la actividad que presentan dichas proteinas. Desde el punto de
vista bioquimico, Dsba se muestra como un potente agente oxidante, ideal para generar puentes
disulfuro en proteinas (Figura 1.5).
Curiosamente, y de manera opuesta a lo que sucede habitualmente, en el caso de DsbA la
presencia del puente disulfuro entre sus dos cisteinas es muy inestable, desestabilizando la
conformacion plegada de la proteina y siendo por tanto este puente muy reactivo (Wunderlich ef
al., 1993; Zapun et al., 1993).

Como resultado de la busqueda de nuevos genes que pudieran ir completando una tedrica
ruta de formacion de puentes disulfuro en periplasma, se describi® de manera practicamente
simultanea por parte de varios grupos de investigacion el gen denominado dsbB de E. coli. Este
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Figura 1.5.- Esquema propuesto para {a reaccion de transferencia de puente disulfuro entre
DsbA y las proteinas sustrato (Bardwell, 1894).

gen se aisld empleando estrategias basadas en la obtencion de mutantes que presentaran
fenotipos semejantes a los descritos para mutantes en dsbA, (Dailey y Berg, 1993; Missiakas et
al., 1993; Bardwell et al, 1993). La proteina identificada, DsbB, de un tamaio aproximade de 20
kDa, presenta el centro activo propio de dxido-reductasas de puentes disulfuro y se ha postulado
su probable localizacion en la membrana citoplésmica. El doble mutante dsbA/dsbB presenté un
defecto en la formacion de puentes disulfuro indistinguible de los mutantes dsbA; por otro lado 1a
adicion de cistina (poseedora de puente disulfuro en su molécula) al medio de cultivo recuperaba
el fenctipo debido a la mutacion dsbB, pero de una manera muy poco eficiente el de mutantes en
dsbA. Es interesante destacar que en cepas deficientes en DsbB, DshA se encuentra
mayoritariamente en forma reducida (sin puente disulfuro), cuando en cepas silvestres lo normal
es encontrar una mezcia de formas reducidas y oxidadas. Todos esto datos parecen indicar que
realmente el papel de DsbB in vivo es reoxidar continuamente a DsbA (Bardwell ef al., 1993)
{Figura 1.6). Posteriormente, Jander et al (1994) comprobaron que DsbB presenta cuatro
dominios transmembrana con los extremos aminc y carboxilo de la proteina situados en el
citoplasma y con dos regiones periplasmicas. La proteina contiene seis cisteinas, y mediante
mutagénesis, intercambidndolas por alanina, se han mostrado esenciales para la funcionalidad de
la proteina cuatro de ellas, que concretamente son las que segln el modelo propuesto se
encuentran focalizadas en {as regiones periplasmicas,

Otro de los genes descritos relacionados con 1a formacion de puentes disulfuro ha sido dsbC
de E. coli y Erwinia chrysanthemi. En el primer caso fue identificado por Missiakas et al. (1994)
mediante el anélisis de mutantes sensibles a 10mM de DTT en el medio de cultivo (concentracion
tolerada por las cepas silvestres) y defectivos en la formacién de puentes disulfuro en periplasma.
La secuencia de dsbC coincidié con un ORF anteriormente descrito, pero de funcién desconocida
(xprA). DsbC (23,3 kDa) presenta en su secuencia el centro activo coman a las éxido-reductasas
de puentes disulfuro, una localizacién periplasmica, y purificada mostré in vifro actividad éxido-
reductasa. El fenotipo mutante se recupera con la adicion de cistina al medio de cultivo. Los
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Figura 1.6.- Ruta de formacién de puentes disulfuro en proteinas periplasmicas mostrando la
participacion de DsbA y DsbB. Las flechas indican la direcciéon de transferencia de puentes
disulfuro (Bardwell, 1994).

mutantes dsbA, dsbB o dshA/dsbB pueden ser complementados con {a sobreexpresién de dsbC;
sin embargo, la mutacién en dsbC puede ser complementada por dsbA pero no por dsbB. Dobles
mutantes dsbC/dsbA y dsbC/dsbB muestran fenotipos mas acusados que los correspondientes a
los mutantes individuales. A partir de estos resultados se hipotetizé que DsbC y DsbA pueden
constituir dos sistemas paralelos en el mantenimiento del estado oxidativo del espacio
periplasmico de E. cofi. En E. chrysanthemi el gen dsbC complementa mutantes dsbA a 30°C,
pero no a 37°C y ademas los mutantes dsbC carecen de fenotipo apreciable (Shevchik ef al.,
1984). DsbC de E. coli y E. chrysanthemi presentan una identidad de un 66%. Los estudios
bioguimicos han mostrado que el puente disulfuro con actividad éxido-reductasa de DsbC de E.
coli es muy reactive, de forma similar al de DsbA, y se presenta como un homodimero. A
diferencia de DsbA, muestra jn vitro una marcada actividad isomerasica, la cual se postula gque
podria ser su funcion principal in vivo (Zapun ef al., 1995).

Por ultimo, Missiakas et al. (1995) han descrito recientemente un nuevo componente de la
familia de ias proteinas Dsb, denominada DsbD (53 kDa), que parece presentar actividad de
reductasa en el espacio periplasmico. Los doble mutantes dsbD/dsbA presentan fenotipos
silvestres en cuanto a sensibilidad a la bencilpenicilina y DTT, asi como en cuanto a movilidad.
Esto se explicaria debido a que {a ausencia en el periplasma de los principales agentes oxidante y
reductor estableceria un nuevo equilibrio entre los restantes componentes de la ruta Dsb. La
secuencia de DsbD muestra ciertas regiones, fundamentalmente la préximas al centro activo, muy
emparentadas con diversas disuifuro isomerasas de eucariotas. Por otro lado, se han detectado
entre seis y ocho regiones transmembrana, indicando que la proteina estaria localizada en
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membrana citoplasmica, con el centro activo caracteristico Cys-X-X-Cys en el extremo carboxilo-
terminat situado probablemente en zona periplasmica.

El mutante dsbD presenta un fenotipo parcialmente similar al de otros mutantes alterados en
funciones Dsb; no obstante, resulta ser termosensible para el crecimiento a temperaturas
superiores a 42°C sugiriendo e} absoluto requerimiento de DsbD ante tales condiciones de estrés.
Se ha observado que en mutantes dsbD las proteinas DsbA y DsbC se encuentran en un estado
mayoritariamente oxidado comparadas con su situacién en una cepa silvestre indicando ia
atteracion del equilibrio reduccion/oxidacion en el periplasma después de la inactivacion de dsbD.

Es importante resaltar el continuo estudio y publicacidn de nuevos datos relacionados con
proteinas participantes en la ruta de formacion de puentes disulfuro en periplasma; asi, se espera
la préxima publicacién de la clonacion de otro componente Dsb, concretamente dsbE (Missiakas
et al., 1995).
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Este trabajo supone la caracterizacion detallada del plasmido de virulencia de S. enteritidis y
el comienzo del estudio de la region homéloga a este detectada en el cromosoma de S. typhiy S.
enteritidis. Se ha elegido el serotipo Enteritidis por ser el de mayor incidencia en Espaiia, y debido
a que se dispone de escasa informacion sobre su plasmido de virulencia, a excepcion de la region
spv.

Los objetivos planteados han sido los siguientes:
1.- Cartografiado del plasmido de virulencia.

2.- Elaboracion de un mapa génico del plasmido de virulencia mediante secuenciacién parcial,
profundizando en la caracterizacion de alguna de las regiones menos estudiadas en los plasmidos
pertenecientes a los diferentes serotipos, fundamentalmente de las proximas a la region de
transferencia (fra).

3.- Deteccibn, clonacién y caracterizacion de regiones homodlogas al plasmido de virulencia de S.
enteritidis presentes en el cromosoma de S. fyphi.

4.- Secuenciacion y estudio comparativo de las secuencias de los dos ORFs, tanto el
cromosomico de S. fyphi como el plasmidico de S. enteritidis, cuyas secuencias deducidas de
aminoacidos son homélogas a proteinas tipo DsbA.

Teniendo en cuenta el tamaiio del plasmido (60 kb), el objetivo 1 y los casos concretos de
localizacion de rck y fraT del objetivo 2 se han realizado conjuntamente con D. Miguel Buisan
Catevilla, que se ha ocupado ademas de la construccion de los clones marcados como “pFM”.



2.- MATERIALES
Y METODOS
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2.1.- Materiales.

2.1.1.- Medios de cultivo.

2.1.1.1.- Medio LB (Luria Bertani).

Composicidn:
Triptona 10g
Extracto de levadura 59
Cloruro sédico 10g
Agua destilada 11

Se ajustd el pH a un valor de 7 con NaOH 0,1 N y se esterilizd el medio en autoclave durante
20 minutos a 1 atmosfera.

El medio sélido se prepard con 15 g/l de agar. En los casos en que se quiso detectar actividad
p-galactosidasa, este medio se suplementé con el sustrato 5-Bromo-4-Cloro-3-indolil-p-D-
galactopirandsido (X-gal) hasta una concentracion final de 50 pg/ml y con el inductor isopropil-p-D-
tiogalactopiranédsido (IPTG) hasta una concentracién final de 50 ug/ml; ambos suministrados por la
casa Boehringer Mannheim.

Cuando fue necesario se ailadié ampicilina a una concentracion final de 100 pg/ml.

2.1.1.2.- Medio MacConkey.

Composicién:
Peptona 209
Lactosa 10g
Sales biliares 2359
Cloruro so6dico 5g
Rojo neutro 0059
Cristal violeta 0,001g
Agar 16 g

Se preparé a partir del correspondiente medio deshidratado de la casa ADSA-MICRO
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se empled en ciertos casos para el cultivo de las
distintas cepas de Salmonella.
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2.1.2.- Marcadores de pesos moleculares de DNA.

Se emplearon los marcadores de pesos moleculares de DNA I, Il y VI suministrados por la
casa comercial Boehringer Mannheim.

-Marcador de pesos moleculares I (DNA del fago lambda digerido con Hindlli).
Tamafio de los fragmentos: 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564, 125 pb.

-Marcador de pesos moleculares VI (DNA del plasmido pBR328 digerido con Bgfl y DNA del
plasmido pBR328 digerido con Hinfl).

Tamafio de los fragmentos: 2176, 1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 384, 298, 234, 220, 154
pb.

2.1.3.- Plasmidos.

Pidsmido Fenotipo Referencia
YEp356 Amp" Myers et al., 1986
YEp357 " "

YEp358 o "

YEp356R " "

YEp357R " "

YEP358R " "

pBluescript® " Stratagene

Los plasmidos YEp356R, YEp357R y YEp358R se han utilizado para aislar promotores de
bacterias. Tienen dos origenes de replicacion: el del plasmido ColE1 de E. cofi, y el del plasmido 2
um de Saccharomyces cerevisiae (indtil en este trabajo), asi como marcadores de seleccion para
ambos microorganismos. Contienen ademas la region estructural de gen facZ de E. cofi excepto
los 7 primeros codones que han sido sustituidos por polylinkers con un elevado ndmero de puntos
de corte Unicos para endonucleasas de restriccién. Utilizando los tres plasmidos se puede insertar
una secuencia de DNA en las tres fases de lectura con respecle a JacZ y generar asi tres proteinas
de fusién de las que una tendra actividad B-galactosidasa, siempre y cuando el inserto contenga
un promotor, un sitio de unién a ribosomas y un triplete de iniciacién. Los plasmidos YEp356,
YEp357 y YEp358 poseen el polylinker en la orientacién contraria (Figura 2.1).
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Figura 2.1.- Mapa de restriccidn de los plasmidos YEp356R (A) y
pBluescript SK (B).
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2.1.4.- Cepas.
Cepa Caracteristicas relevantes Referencia
E. coli DH5q supFE44 AlacU169(®80lacZAM15) hsdR17 Sambrook ef al., 1989

recAT endAT gyrA96 thi-1 relA1

'E coli V517

Contiene 8 plasmidos de tamafios:
542 kb, 7.2 kb, 5,6 kb, 5,1 kb, 3,9 kb, 3 kb,
2,7kby 2,1 kb.

Macrina ef al., 1978.

S. enteritidis 82139

Sitvestre, aislado clinico de una muestra de
heces. Contiene un plasmido de 60 kb.

Instituto de Salud Carios IlI.

S. enferitidis 366

Silvestre, aislado clinico. Contiene un plasmido
de 5,6 kb.

Ibafiez y Rotger, 1993.

S. typhi 5866

Silvestre, aislado clinico de una muestra de
sangre.

Instituto de Salud Carlos lll.

S.typhimurium JR501

hsdSA29 hsdSB121 hsdL6 trpC2 mefA22
metES551 ilv452 leu3121 rpsL 120 galE719
Xyl-404.

Contiene el plasmido de virulencia 81 kb.

Ryu y Hartin, 1990.

2.1.5.- Nomenclatura.

- En este trabajo se ha utifizado la nomenciatura tradicional de Safmonefla, nombrando los

serotipos como si de especies se tratara. Asi, Saimonella choleraesuis subespecie choleraesuis

serotipo Enteritidis aparece como Salmonelia enteritidis.

2.1.6.- Soporte informético.

- Bancos de genes y proteinas del EMBL. (European Molecular Biology Laboratory) y bancos
de secuencias internacionales interconectados. A través de la red Internet sumunistrada por la

U.C.M. se emplearon los programas para bisqueda de secuencias homdlogas depositadas en los
bancos citados: FASTA, BLITZ y BLAST.
- PC/GENE Sequence Analysis, IntelliGenetics.
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2.2. - Métodos.

Los métodos de manipulacidn y conservacion de microorganismos y las técnicas de
manipulacién genética de microorganismos o de fragmentos de DNA, utilizados a lo largo del
presente trabajo se encuentran descritos en manuales convencionales. Se ha adoptado el criterio
de indicar tinicamente las fuentes donde se pueden hallar estos métodos. Algunos se explican de
forma detallada cuando se han realizado modificaciones o ajustado a las condiciones det ensayo.

2.2.1.- Preparacién de DNA genémico de bacterias.

Se siguid el procedimiento descrito por Ausubel ef al. {1993). Brevemente las bacterias de un
cultivo en fase estacionaria se Iisarbn y las proteinas se eliminaron por tratamiento con proteinasa
K. Los restos de la membrana, polisacaridos y restantes proteinas se eliminaron mediante
precipitacion selectiva con CTAB (N-cetil-N,N,N-trimetil-amonio bromura), y el DNA del
sobrenadante obtenido se precipitd con isopropanol.

2.2.2.- Extraccién de DNA plasmidico de Salmonella.

Se utilizo el método de Kado y Liu (1881).

2.2.2.1.- Cultivar el microorganismo en 3 mi de medio LB a 37°C con agitacion durante 12
horas.

2.2.2.2.- Recoger las células por centrifugacion durante 2 minutos a 3600 rpm.

2.2.2.3.- Eliminar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 0,1 ml de TE.

2.2.2.4 - Lisar las células por adicién de 0,4 ml de la solucion de lisis (lauril-sulfato sodico al
3% en Tris-HC] 50 mM, pH 12,6) mezclando por inversién suave del tubo. Incubar a 60°C durante
20 minutos.

2.2.2.5.- Aiadir 1 ml de fenol/cloroformo (v/v) y centrifugar a 13.000 rpm durante 15 minutos.

2.2.2.6.- Recoger la fase acuosa y proceder igual que en el punto anterior, centrifugando en
esta ocasion 2 minutos.

2.2.2.7.- Tratar la fase acuosa con 1/2 volimen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).
Centrifugar 2 minutos a 13.000 rpm, recoger la fase superior y eliminar los restos de fenol
afiadiendo 2 volumenes de éter. Centrifugar 1 minuto y eliminar la fase superior.

2.2.2.8.- Precipitar el DNA con 0,10 volimenes de acetato sédico 3 M y 2 volimenes de
etanol, previamente enfriado, durante 20 minutos a -20°C.

2.2.2.9.- Centrifugar 15 minutos a 13000 rpm. Lavar el precipitado con etanol al 70% y secar
al vacio.

2.2.2.10.- Resuspender en 50 pl de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0;EDTA 1 mM) o H»O.
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2.2.3.- Extraccion de DNA piasmidico de £scherichia coli.

Se utilizo el método descrito por Birboim y Doly (1979) con algunas modificaciones que se
especifican a continuacion:

2.2.3.1.~Cultivar 12 bacteria en 10 ml de LB, suplementado si es necesario con e} antibidtico
correspondiente, durante toda la noche a 37°C y con agitacion.

2.2.3.2.- Recoger las células por centrifugacion a 13000 rpm durante 2 minutos.

2.2.3.3.- Eliminar el sobrenadante y resuspender 1as células en 200 y! de la solucidn de lisis I.
Incubar & minutos a temperatura ambiente.

2.2.3.4.- Afiadir 400 pl de solucion de lisis 11 previamente enfriada, mezclar, por inversion
suave del tubo, e incubar 5 minutos en hiefo.

2.2.3.5.- Afadir 300 pl de solucidn de lisis 111 fria, mezctar, por inversién suave del tubo, v
repetir [a incubacién anterior.

2.2.3.6.- Centrifugar 10 minutos & 13000 rpm y recoger el sobrenadante. Si quedan restos del
precipitado centrifugar nuevamente en las mismas condiciones. Precipitar el DNA por adicién de
500 ul de isopropanol, enfriando a -20°C, e incubando 10 minutos a temperatura ambiente.

2.2.3.7.- Centrifugar 10 minutos a 13000 rpm. Eliminar el sobrenadante y resuspender el
precipitado en 200 p! de TE. Afiadir 200 pl de LiCl 5 M e incubar § minutos a -20°C.

2.2.3.8.- Centrifugar 10 minutos a 13000 rpm, recoger el sobrenadante y precipitar el DNA por
adicion de 2 volimenes de etanol 2 -20°C y 0,1 volumen de acetato sodico 3M. Incubar a -20°C
durante 20 minutos y centrifugar 10 minutos a 13000 rpm. Eliminar e! sobrenadante y lavar el
precipitado con etanol al 70% enfriado a -20°C. Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos,
eliminar el sobrenadante y secar el DNA al vacio. Resuspender en 20 pl de TE (Tris-HCI 10 mM,
pH 8,0,EDTA 1 mM) o H2O.

Normaimente 1 pl de este preparado contiene el DNA suficiente para visualizarto en un gel.

La técnica da buen resultado para plasmidos multicopia que no excedan 1as 20 kb de tamafio.

- Solucion de lisis |

Glucosa 50 mM

EDTA 10 mm

Tris-HCI 25mMpH 8.0
- Solucién de lisis |l

NaOH 02N

8DS 1%

Debe prepararse antes de su uso a partirde NaOH 2 N y SDS al 10%.
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- Solucién de lisis Ili

Acetato potasico 29449
Acético glacial 11,5 mi
HoO hasta 100 ml

2.2.4.- Extraccion rapida de DNA plasmidico de E. coli: método boiling.

Este método, se empled en los casos donde se requeria la obtencion de DNA de manera
ripida y en pequefia escala. Se siguié el procedimiento descrito por Holmes y Quigley (1981), por
ebullicion de las células en presencia de lisozima.

2.2.5.- Electroforesis en geles de agarosa.

Se realizd segun las técnicas descritas por Sambrook ef al. (1989). La concentracion usual de
agarosa fue de un 0,7-0,8%, aunque se han empieado rangos variables entre 0,5% y 2%
dependiendo del tamafio de las bandas de DNA objeto de anélisis.

2.2.6.- Extraccion de DNA a partir de geles de agarosa.

Las muestras de DNA se sometieron a electroforesis en geles de agarosa, empledndose para
ello agarosa ultrapura, Seakem GTG, suministrada por la marca comercial FMC Bio Products.

Para la elucidon del DNA se siguieron las indicaciones de los fabricantes del Sephaglas Band
Kit (Pharmacia) y Geneclean I (Bio 101, Inc.).

2.2.7.- Determinacién de tamaiio, pureza y concentracién de DNA.

2.2.7.1.- Determinacion de tamaiio.

La determinacién def tamafio molecutar de DNA circular covalentemente cerrado se efectud
calibrando el gel de electroforesis con el patron de plasmidos de tamafio conocido, presentes en la
cepa E. coli V517.

Para la determinacion del tamano molecular de DNA lineal se emplearon los fragmentos
obtenidos por digestion con enzimas de restriccidn del fago lambda y/o del plasmido pBR328.

Se determinaron los factores de migracion de los patrones empleados, obteniéndose
posteriormente una recta de regresion. A partir de esta recta de regresion se calcularon las masas
moleculares desconocidas en base a su factor de migracién en el gel.
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2.2.7.2.- Determinacién de la pureza.

El indice de pureza se estimé midiendo la absorbancia (A) a 280 nm y a 260 nm y
determinando {a relacién Aogg nm/A280 nm- Gue para el DNA puro es de 1,8-2,0.

2.2.7.3.- Determinacién de la concentracion.

LLa concentracion se determiné midiendo la absorbancia a 260 nm de longitud de onda. Como
valor de referencia, se considerd que 1 unidad de absorbancia corresponde a 30 pg/ml para
oligonucledtidos y 50 yg/mi para DNA de doble cadena.

2.2.8.- Tratamientos enzimaticos del DNA,

2.2.8.1.- Digestion con endonucleasas de restriccion.

La digestién del DNA con los distintos enzimas de restriccion se llevd a cabo segdn se indica
en Sambrook et af. (1989), utilizando el material proporcionado por Boehringer Mannheim.

2.2.8.2 - Desfosfatizacion del extremo § del DNA,

Para evitar en las ligaciones la recircularizacion del vector cuando este habia sido cortado con
una sola enzima de restriccion, se procedi6 a la desfosfatizacion del extremo 5° del DNA lineal. Se
realizé un traiamiento con fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP) segiin el procedimiento
descrito por Samhbrock ef al. {1989} con material suministrado por Boehringer Mannheim.

2.2.8.3.- Ligacion de fragmentos de DNA.

De nuevo se siguieron las recomendaciones de Sambrook ef al. (1989); utilizando la DNA
ligasa del fago T4 con su tampon correspondiente, procedentes ambos de la casa comercial
Boehringer Mannheim. Las ligaciones se realizaron durante al menos 12 horas a 13°C en el caso
en gque los extremos a unir fueran cehesivos y en el caso de extremos romos & 22°C durante el
mismo periodo de tiempo.

2.2.8.4 - Tratamiento con nucleasa Bal 31.

Bal 31 (Boehringer Mannheim) tiene principalmente una actividad exonucledsica en 3,
eliminando nuctedtidos desde ambos extremos 3’ de las dos cadenas de fragmentos lineales de
DNA. Como también es una endonucleasa, el DNA de cadena sencilla generado por la actividad
3"-exonucleasica es degradado por la actividad endonucieasica. La actividad de Bal 31 es
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totaimente dependiente de la presencia de calcio y por tanto puede ser detenida mediante la
adicion de agentes quelantes como el EDTA. Puesto que la degradacion se produce de forma
relativamente uniforme desde los extremos del DNA, la digestion con Bal 31 puede ser utilizada
para ia realizacion de mapas de restriccion, partiendo de fragmentos lineales de DNA. El
tratamiento del DNA con Bal 31 se ha realizado segun indican Sambrook ef al. (1989).

2.2.8.5.- Obtencion de deleciones seriadas.

Se utilizaron en ciertos procesos de secuenciacion con el fin de obtener plasmidos de
tamanios correlativos que pudieran ser secuenciados utilizando siempre 1os mismos cebadores: los
oligonucledtidos comerciales reversal y universal primers. Para llevar a cabo el proceso se
siguieron basicamente las indicaciones del fabricante del Double-stranded Nested Deletion Kit
(Pharmacia). De forma resumida, el plasmido en estudio, en forma lineal tras su digestion con dos
endonucleasas de restriccion (una que proporcione un extremo sensible a la accidn de la nucleasa
Exo Hl vy otro resistente), es tratado con las nucleasas Exo Il {que actia sobre DNA de doble
cadena eliminando de forma progresiva nucledtidos en direccion 3°-5" en una de ias cadenas del
DNA) a distintos tiempos y S1 (que elimina la cadena sencilla que genera la primera, para producir
extremos romos), se ligd la mezcla y se transformdé el DNA asi tratado en E. coli DHS5q,
seleccionando clones cuyos plasmidos tuvieran tamafios correlativos medianie analisis de
restriccion y que se diferenciaran en 200-250 pb entre si.

2.2.9.- Transformacioén de E. coli.

La transformacién de plasmidos en E. coli DH5« se llevé a cabo, segin el caso, empleando
dos metodos, el del CaCl, con modificaciones que se describe a continuacién (Mandel y Higa
1970) y el descrito por Hanahan (1985).

2.2.9.1.- Preparacion de células competentes por el método del CaCl,.

2.2.9.1.1.- Preparar un preinéculo sembrando una colonia en 2 ml de LB e incubar a 37°C con
agitacion durante toda [a noche.

2.2.9.1.2.- Inocular 50 mi de LB, en matraz de 250 ml (dilucién 1:25). Crecer a 37°C con
agitacion hasta alcanzar una D O ggg nm entre 0,45y 0,55.

2.2.9.1.3.- Enfriar en hielo durante 15 minutos. Centrifugar durante 10 minutos a 10000 rpm y
4°C. Eliminar el sobrenadante. Trabajar a partir de este momento a temperaturas de 0-4°C.

2.2.9.1.4.- Resuspender las células en una gota det sobrenadante y afadir 20 mi de CaCly 30
mM enfriado en hielo, incubar 15-20 minutos en hielo.

2.2.9.1.5.- Centrifugar a 10000 rpm durante 10 minutos y a 4°C. Eliminar e! sobrenadante.



Materiales y Métodos- 47

2.2.9.1.6.- Resuspender el precipitado en 4 mi de CaCl, 100 mM y glicerol al 15%,
previamente enfriado. Emplear una pipeta para resuspender las células. La incubacidn en hielo por
unos minutos aumenta la competencia.

2.2.9.1.7 - Repartir 1a suspension de células en alicuotas de 200 pl y congelar inmediatamente
en nitrégeno liquido. Conservar a -70°C.

2.2.9.2.- Transformacion.

2.2.9.2.1.- Descongelar 1as células competentes incubandolas en hielo durante 10-15 minutos.

2.2.9.22- Afadir 25 ul de DNA (como méaximo), 50 ul de tampén de transformacion,
previamente enfriado, e incubar 25 minutos en hielo.

2.2.9.2.3.- Incubar 2 minutos a 37°C y 10 minutos a temperatura ambiente.

2.2.9.2 4 - Afiadir 1 ml de LB e incubar durante 1 hora a 37°C con agitacién.

2.2.9.2.5.- Sembrar en placas de LB agar, con el antibiético correspondiente, a razén de 100
Hi de mezcla de transformacion por placa como maximo.

- Tampo6n de transformacion

Tris-HCI 10 mM, pH 7,5
CaClp 10 mM
MgCip 10 mM

2.2.9.3.- Célculo de la frecuencia de transformacion.

2.2.9.3.1.- Valorar la concentracion del DNA. Preparar una dilucion del DNA en TE. Medir
Aogq frente a TE. Calcular la concentracién sabiendo que 1U de Absorbancia equivale a 50 ug/mil.

2.2.9.3.2 - Transformar una cantidad conocida del DNA valorado.

2.2.9.3.3.- Contar nimero de iransformantes obtenidos y calcular la frecuencia de
transformacion = n°® de transformantes/pg de DNA.

2.2.10.- Hibridacion DNA-DNA.

Se empled un procedimiento no radiactivo. Para ello se realizé el marcaje de la sonda con
digoxigenina mediante el DNA Labeling and Detection Kit Nonradiactive (Boehringer Mannheim).

2.2.10.1. - Fundamento de la técnica.

Los fragmentos de DNA empleados como sondas son marcados no radiactivamente por el
procedimiento de cebado al azar {random priming). Se utiliza una mezcla de hexanucledtidos que
hibridan al azar con la sonda (desnaturalizada previamente), y actian como cebadores para la
DNA polimerasa. En la reaccién de polimerizacion se afiade a la mezcla de desoxinuciedtidos,
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dATP, dCTP, dGTP y dTTP, un quinto marcado con digoxigenina, DIG-dUTP. Los tres primeros
van en idéntica proporcion, mientras que el dTTP y el DIG-dUTP suponen 2/3 y 1/3
respectivamente de las cantidades de los anteriores.

Después de la hibridacion de la sonda marcada al DNA molde, los hibridos son detectados
mediante inmunoensayo utilizando una enzima, la fosfatasa alcalina, ligada a un anticuerpo
antidigoxigenina, catalizando diversas reacciones de deteccién segin los sustratos empleados.

2.2.10.2.- Transferencia del DNA a una membrana de nylon.

Se realizd previamente electroforesis en gel de agarosa a bajo voltaje (50-60 V).
Posteriormente se procedid a la desnaturalizacion dei DNA como se indica a continuacion.

2.2.10.2.1.- Tratar dos veces con HCI 0,25 N durante 10 minutes y con agitacién suave. En
éste y los siguientes tratamientos el gel debe estar totalmente cubierto por las soluciones.

2.2.10.2.2.- Lavar con HoO destilada 5 minutos.

2.2.10.2.3.- Tratar con una sotucién NaCl 1,5 M, NaOH 0,5M, durante 15 minutos y con
agitacidén suave. Repetir dos veces.

2.2.10.2.4 - Aplicar tres lavados de 10 minutos cada uno de AcNa3 M, pH 5,5

El DNA fue transferido a una membrana de nylon cargada positivamente (Boehringer
Mannheim) empleando el proceso uni o bidireccional, segin el caso, segun el protocolo descrito
por Sambrook ef al. (1988).

2.2.10.3.- Marcaje de los fragmentos de DNA.

2.2.10.3.1.- Los fragmentos de DNA empleados como sondas se purificaron por extraccion
con fenol y precipitacién con etanol.

2.2.10.3.2.- Se desnaturalizé el DNA sonda por calentamiento a 95°C durante 10 minutos e
inmediatamente se enfrié en hielo.

2.2.10.3.3.- Se adiciond a un tubo eppendorf puesto en hielo:
-Aproximadamente 1pg de DNA sonda (5p)) desnaturalizado.
-2ul de mezcla de hexanucledtidos, 10x concentrada proporcionada por el kit (random
primers).
-2pl de una mezcla de dNTP’s de marcaje 10x concentrada con dATP 1mM, dCTP 1mM,
dGTP 1mM, dTTP 0,65mM, Dig-dUTP 0,35 mM, pH=6,5.
-H,0 bidestilada hasta 19pl.
-1y del fragmento Kienow de 1a DNA polimerasa 1.
2.2.10.3.4.- Se incubd durante 16 horas a 37°C.
2.2.10.3.5.- Se detuvo la reaccion por adicion de 2pl de EDTA 0,2 M, pH=8.
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2.2.10.3.6.- Se purificd el DNA marcade con digoxigenina por precipitacion en un tubo
eppendorf, con 2,5 ut de LICI 4M y 75 pl de etanol 98% frio (-20°C) y se precipito a -70°C.

2.21037.- Se centrifugd a 13000 rpm. Se lavé con etanoi 70% frio, se secd y se
resuspendid en 50 pl de Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH=8.

2.2.10.4.- Prehibridacion.

- Solucion de prehibridacion:
- 25 mi de 20xSSC (NaCl 3M, citrato sédico 0,3M).
- 1,2 ml de 10xSDS.
- 5 g de reactivo blogueante proporcionado por el Kit.
- Segun la temperatura de prehibridacion e hibridacién utilizadas se adicionaron o no 50
ml de formamida.
- 5 mg de DNA de esperma de salmén (Boehringer Mannheim) desnaturalizado 10
minutos a 95°C
- H,O destilada hasta un volumen de 100 ml.
La disolucion del agente bloqueante requiere una calefaccidn suave.
2.2.10.4.1.- Se utilizaron 30 m! de la solucién de prehibridacién por cada 100 cm’ de la
membrana que contenia el DNA transferido.
2.2.10.4.2- Se incub6 la membrana a 68°C (en ausencia de formamida) o a 42°C (en caso de
uso de formamida) durante al menos 1 hora.

2.2.10.5.- Hibridacion.

2.2.10.5.1.- Se elimino 1a solucion de prehibridacion.

2.2.10.5.2.- Se prepard soluciéon nueva (con la misma composicion que !a solucién de
prehibridacién anterior pero sin el DNA de esperma de salmén) y se anadid la sonda marcada y
desnaturalizada (100°C durante 10 minutos).

2.2.10.5.3.- Se pusieron 15 mi de solucién por cada 100 cm? de membrana.

2.2.10.5.4.- Se incubd durante 18 horas a 88°C 0 a 42°C, si previamente se habia utilizado
formamida.

2.2.10.6.- Fase de lavado.

2.2.10.6.1.- Se lavaron los filtros a temperatura ambiente con al menos 50 mi de 2xSSC,
0,1% de SDS durante 5 minutos con agitacion. Se repitié el proceso dos veces.

2.2.10.8.2.- Volver a lavar los filtros a 68°C con al menos 50 mi de 0,1xSSC, 0,1% SDS
durante 15 minutos con a